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Referat: 
Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das die Polymerisation von Tubulin fördert und 
die Mikrotubuli stabilisiert. Folglich wird angenommen, dass Tau essentiell für die neuronale 
Morphogenese ist, vor allem für die Axonenausbildung und -aufrechterhaltung. Mittels 
tangentieller Nissl-gefärbter Schnitte von Mäusegehirnen konnte in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden, dass Tau-knockout Mäuse die regelhafte thalamokortikale Barthaar-
projektion („Barrel“ Konfiguration) entwickeln. Der Einfluss von Tau auf die Entstehung von 
Dendriten wurde anhand von Golgi-gefärbten Präparaten untersucht. Die Sholl-Analyse der 
gefärbten CA1-Pyramidenzellen zeigte, dass die Komplexität apikaler Dendriten durch das 
Fehlen von Tau reduziert wurde, während die Basaldendriten unbeeinflusst blieben. Das Tau-
Protein scheint demzufolge unwesentlich für die Entstehung von axonalen Verbindungen im 
embryonalen Gehirn zu sein, ist aber beteiligt an der Steuerung des dendritischen 
Verzweigungsmusters. Ferner wurde beobachtet, dass sowohl die adulte Neurogenese, als 
auch die Mikrotubuli-Stabilität in den Apikal- und Basaldendriten und die Synapsen von dem 
Fehlen des Tau-Proteins unbeeinflusst blieben. In primären Zellkulturen aus dem Kleinhirn 
von Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäusen konnten zwischen den zwei Genotypen keine 
signifikanten Unterschiede in der Länge oder im Verzweigungsmuster der Dendriten und der 
Axone von Körnerzellen beobachtet werden. Die Untersuchung der Effekte einzelner Tau-
Isoformen auf die Morphologie von N2A-Zellen zeigte, dass es Unterschiede sowohl 
zwischen Tau-defizienten und Tau-positiven Zellen, als auch zwischen Zellen mit den 
verschiedenen Tau-Isoformen gibt. Das Tau-Protein übt demnach in vivo einen wichtigen 
Einfluss auf die Morphologie der Nervenzellen und besonders der Dendriten aus, welcher in 
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AD  Alzheimer„s disease (Alzheimersche Krankheit) 
APP  β-Amyloid-Precursor-Protein 
APS  Ammoniumpersulfat 
Aqua dest Aqua destillata (destilliertes Wasser) 
BO        Bulbus olfactorius 
BfB  Bundesmonopolverwaltung für Branntwein 
BrdU  8-Bromodesoxyuridin 
BSA  Bovine serum albumine (Rinderserumalbumin) 
CA1  Abschnitt 1 des Cornu ammonis des Hippocampus 
CBD   Corticobasal degeneration (Kortikobasale Degeneration) 
CRHR1 Corticotropin releasing hormone receptor type 1 
DCX  Doublecortin 
dpi  Dots per inch 
DMEM Dulbecco‟s modified Eagle‟s medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DsRed  Discosoma sp. red fluorescent protein 
ECL  Enhanced chemoluminiscence 
FKS  Fetales Kälberserum 
FTDP-17 Frontotemporale Demenz und Parkinsonismus mit Kopplung zu Chr. 17 
GD  Gyrus dentatus 
GFAP  Glial fibrillary acidic protein (gliales fibrilläres saures Protein) 
HAM‟s F-12 Ham‟s F-12 nutrient mixture 
IMP5  Intramembrane protease 5 
IPTG  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IRES  Internal ribosome entry site  
KO  Knockout 
LB  Lysogeny broth 
MAP  Mikrotubuli-assoziiertes Protein 
MAPT  Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau 
NCAM Neural cell adhesion molecule 
OT  Objektträger  
PBS  Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Kochsalzlösung) 
PIPES  Piperazine-1,2-bis(2-ethanesulfonic acid) 
PSP  Progressive supranuclear palsy (Progressive supranukleäre Blickparese) 
SDS  Sodium dodecyl sulfate 
SOB  Super optimal broth 
SOC  Super optimal broth with catabolite repression 
STH  Somatotrope hormone 
TB  Terrific broth 
TEMED N, N, N„, N„-Tetramethyletan-1, 2-diamin 
TTLL7 Tubuline tyrosine ligase-like 7 
TBS  Tris buffered saline 







1.1 Das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau 
Das Zytoskelett der Nervenzellen besteht aus Mikrofilamenten (Aktinfilamenten), 
Intermediärfilamenten und Mikrotubuli. Letztere sind sowohl für die Form und Bewegung 
der Zelle als auch für den intrazellulären Transport verantwortlich.  
Mikrotubuli sind Hohlzylinder mit einem Durchmesser von 25 nm, die sich aus Dimeren des 
Proteins Tubulin zusammensetzen. Die Anordnung und Organisation der Mikrotubuli werden 
durch zwei Mechanismen reguliert. Die Kurzzeitkontrolle obliegt der Kalziumionen-
konzentration. Hohe lokale Kalziumkonzentrationen führen zu einer Depolymerisation der 
Mikrotubuli. Die Stabilität der Mikrotubuli über längere Zeiträume und die spezifischen 
Eigenschaften und Funktionen der verschiedenen Typen von Mikrotubuli werden über die 
Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAP) vermittelt. Ferner sind diese auch für die 
Verbindung der Mikrotubuli zu anderen Zellbestandteilen verantwortlich. 
Ein wichtiger Vertreter der MAP, welcher vor allem in dem Nervensystem der Säugetiere 
exprimiert wird, ist das Tau-Protein. Es handelt sich hier um ein Phosphoprotein, das die 
Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubuli befördert und diese zusätzlich stabilisiert 
(Delacourte et al., 1997). 
In dem Gehirn des Menschen kommen sechs Tau-Isoformen vor (Abb. 1), drei Isoformen mit 
drei Mikrotubuli-Bindungsdomänen (0N/3R, 1N/3R, 2N/3R) sowie drei Isoformen mit vier 
Mikrotubuli-Bindungsdomänen (0N/4R, 1N/4R, 2N/4R). Es wurde lange angenommen, dass 
bei Nagern, wie z. B. bei der Maus und der Ratte, nur die drei 4R-Isoformen vorhanden sind 
(Goedert et al., 1989a; Kosik et al., 1989). Neuere Studien haben gezeigt, dass auch die 3R-
Isoformen exprimiert werden, dies vor allem in den ersten zehn Lebenstagen (Hanes J et al, 
2009). Danach nimmt deren Konzentration stetig ab, allerdings scheint die 0N/3R-Isoform 
auch in adulten Nervenzellen aus verschiedenen Gehirnarealen wie dem Bulbus olfactorius 
und dem olfaktorischen Kortex, dem Locus coeruleus, dem Nucleus raphe und dem 
posterolateralen Hypothalamus vorhanden zu sein (Bullmann et al., 2010). Bis zur Geburt 
kommt im Gehirn nur eine einzige Isoform ohne aminoterminale Domänen und mit drei 
Mikrotubuli-Bindungsdomänen vor (0N/3R). Die differenzielle Expression von Tau-
Isoformen während der Ontogenese und während der adulten Neurogenese legt nahe, dass sie 
die für die Ausbildung von Dendriten und Axonen notwendige Plastizität des Zellskeletts 




Die verschiedenen Isoformen des Tau-Proteins werden durch alternatives Spleißen der Exone 
2, 3 und 10 der Tau-prä-mRNA gebildet (Goedert et al., 1989b). Veränderungen im Spleißen 
führen beim Menschen unmittelbar zu verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, wie 
der Chromosom-17-gekoppelten Frontotemporaldemenz mit Parkinsonismus (FTDP-17). 
Diese gehen mit der Destabilisierung von Mikrotubuli, sowie einer abnormalen 
Phosphorylierung der Tau-Proteine, deren Aggregation und intrazellulären Ablagerung einher 
(Hasegawa et al., 1998). Das Auftreten solcher Ablagerungen definiert eine Klasse von 
neurodegenerativen Erkrankungen (Tauopathien), zu welchen auch die Alzheimersche 
Erkrankung gehört. Es wird kontrovers diskutiert, ob bei diesen Erkrankungen ein 
Funktionsverlust (loss of function) oder eine Zellschädigung durch die Phosphorylierung und 








Abb. 1 Schematische Dar-
stellung des Tau-Gens, seiner 
Exone (E2, E3, E10) und der 
sechs Tau-Isoformen, die 
durch alternatives Splicing 
entstehen. Quelle: modifizert 





1.2 Bedeutung des Tau-Proteins beim Menschen: Tauopathien 
„Um offen zu sein,   
ich fürchte, ich bin nicht bei vollem Verstand. Mir scheint,   
ich sollte Euch kennen, und diesen Mann auch, doch ich   
bin im Zweifel; denn ich bin völlig im unklaren, was   
für ein Ort dies ist, und alle Kenntnis, die ich habe, erinnert   
sich nicht an diese Kleider; auch weiß ich nicht, wo   
ich letzte Nacht gewohnt habe.“  
(W. Shakespeare, „König Lear“, Akt IV, Szene VII) 
Dieses Zitat aus W. Shakespeares „König Lear“ illustriert sehr eindrucksvoll die Verwirrung 
und die Verzweiflung des Demenzbetroffenen. Es ist schon lange bekannt, dass die meisten 
Demenzerkrankungen sogenannte „Tauopathien“ sind. 
Unter dem Begriff „Tauopathien“ wird eine Gruppe von degenerativen Erkrankungen des 
Zentralnervensystems verstanden, bei denen eine abnorme Phosphorylierung, Aggregation 
und Akkumulation des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau beobachtet werden. Klinisch 
sind sie durch die Trias Demenz, Verhaltensstörungen und motorische Störungen 
charakterisiert. Die Ursache der meisten Tauopathien ist unbekannt. Einige davon sind 
erblich. So findet man z. B. Mutationen des Tau-Gens bei Patienten mit FTDP-17.  
Zu der Gruppe der Tauopathien gehören hauptsächlich: 
 Die Alzheimersche Erkrankung (60% aller Demenzen)  
 Der sogennante Pick-Komplex (20% aller Demenzen), zu dessen Kern gehören 
(Kertesz, 2003): 
o Pick-Krankheit (Frontotemporale Demenz - FTD) 
o Kortikobasale Degeneration (CBD) 
o Progressive supranukleäre Blickparese (PSP) 
o Progrediente nicht-flüssige Aphasie (PA) 
o Semantische Demenz (SD) 
o Chromosom-17-gekoppelte Frontotemporaldemenz mit Parkinsonismus 
(FTDP-17) 
Bei der Alzheimerschen Krankheit (AD) geht der selektive neuronale Zellverlust in dem 
parietalen Neokortex, dem Hippocampus und der Amygdala mit Amyloid-Plaques, neuro-




(Grundke-Iqbal et al., 1986; Kosik et al., 1986; Ihara et al., 1986). Durch Analyse der 
Verteilung von APP-Ablagerungen und des zeitlichen und örtlichen Auftretens der Tau-
Pathologie in der sporadischen AD, wurde es postuliert, dass die Neurodegeneration keine 
direkte Konsequenz des extrazellulären Aβ-Neurotoxizität ist, sondern dass eher ein 
synergetischer Effekt der β-Amyloidaggregation auf die Entwicklung und Verbreitung der 
Tau-Pathologie besteht (Delacourte et al., 2002). Dadurch entstehen vor allem Gedächtnis-
störungen und Defizite in der Kognition und in der Orientierung. Im Gegensatz zu den         
β-Amyloid-Ablagerungen zeigen die Dichte und Verteilung der neurofibrillären 
Ablagerungen eine signifikante Korrelation zur Ausprägung und zum Schweregrad der 
Erkrankung und werden demzufolge zur neuropathologischen Einteilung in sechs Stadien 
(Braak I-VI) verwendet (Braak H und Braak E, 1991). Bei hereditären Formen der AD 
wurden Mutationen im β-Amyloid-Precursor-Protein (APP) identifiziert. Diese führen zur 
bevorzugten Proteolyse durch β-Sekretase, was schließlich zur vermehrten Bildung von β-
Amyloid führt. 
Im Gegensatz zu der Alzheimerschen Erkrankung kommen bei den Krankheitsbildern des 
Pick-Komplexes keine amyloiden Plaques vor. Die Nervenzellausfälle betreffen hier vor 
allem Lobus frontalis und Lobus temporalis. Dies führt vordergründlich zu Persönlichkeits- 
und Affektveränderungen und Sprachstörungen. Gedächtnis und Orientierung im Raum sind 
weniger betroffen. Bei einem Teil dieser Fälle sind schon seit längerem Mutationen im Tau-
Gen bekannt. So kann z. B. ein falsches Spleißen des Exon 10 des Tau-Gens auf Chromosom 
17 zur erblichen frontotemporalen Demenz mit Parkinsonismus (FTDP-17) führen (Hutton et 
al., 1998; Grover et al., 1999). Während bei der AD keine Mutationen im Tau-Gen gefunden 
wurden, erbrachte deren Identifizierung bei der FTDP-17 den genetischen Beweis, dass eine 
Fehlfunktion von Tau selbst zu Neurodegeneration und Demenz führen kann.  
1.3 Bedeutung des Tau-Proteins beim Menschen: Mikrodeletion des MAPT-Lokus 
In den letzten Jahren wurde eine Mikrodeletion des MAPT-Lokus (Mikrotubuli-assoziiertes 
Protein Tau Lokus) auf Chromosom 17q21.31 beschrieben (Varela et. al, 2006; Koolen et. al, 
2006), die bei heterozygoten Trägern zu charakteristischen phänotypischen Eigenschaften 
führt. Die Größe der Mikrodeletionen war unterschiedlich, aber es gab stets eine gemeinsame 
kritische Region von ungefähr 440 kb (Tan et. al, 2009), die ausnahmslos das Gen für MAPT 
enthielt. Darüber hinaus wurden auch Deletionen der benachbarten CRHR1-, STH-, IMP5- 




et al, 2009) wurden durch niedriges Geburtsgewicht (<9. Perzentile), schwere 
Muskelhypotonie, Schwierigkeiten beim Saugen und Schlucken und durch eine allgemeine 
Entwicklungsverzögerung auffällig. Ferner hatten die meisten folgende typische 
Gesichtsmerkmale: ein langes Gesicht mit einer breiten oder hohen Stirn, enge Lidspalten, 
nach vorne gerichtete Ohren mit verdickten und übergefalteten Helices und eine 
birnenförmige Nase. Verschiedene Organfehlbildungen wurden ebenfalls beobachtet: 
angeborene Herzfehler, Fehlbildungen des Urogenitaltraktes und des zentralen 
Nervensystems, überdehnbare Gelenke und Gelenkdislokationen, sowie Fehlbildungen von 
Strukturen ektodermalen Urprunges wie Haut, Haare und Zähne. Darüber hinaus hatten fast 
alle Untersuchten eine freundliche Disposition und einen Sprachrückstand.  
Die Mikrodeletion wird durch einen Inversionspolymorphismus in der MAPT-Genregion 
begünstigt, welcher auch Mikroduplikationen in dieser Region ermöglicht. Dieser 
Inversionspolymorphismus wird als zwei Haplotypen H1 und H2 vererbt.  
Der H1-Haplotyp kommt weltweit am häufigsten vor und hat in der europäischen 
Bevölkerung eine Frequenz  >70% (Baker et al., 1999). Der H2-Haplotyp unterscheidet sich 
von H1 dadurch, dass er 900 kb enthält, die in die Gegenrichtung der entsprechenden Basen 
aus H1 gerichtet sind (Stefansson et al., 2005) (Abb. 2). Im Gegensatz zum H1-Haplotyp, 
befindet sich der H2-Haplotyp fast ausschließlich bei Kaukasiern mit einer Frequenz >25%, 
während bei Asiaten die Frequenz bei ungefähr 5% liegt. Bei Afrikanern, amerikanischen 
Indianern und Ostasiaten ist dieser Haplotyp kaum nachweisbar (Evans et al., 2004; 
Stefansson et al., 2005). Im Sinne eines gewissen Selektionsvorteils, wurde es von einer 
geringfügig erhöhten Fertilität der H2-Trägerinnen berichtet (Steffanson H et al., 2005). 
Es gibt Hinweise dafür, dass der H1-Haplotyp ein Risikofaktor für die Entwicklung von 
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimerschen Erkrankung (Myers et al., 2005), 
PSP, CBD (Pitmann et al., 2005) und der Parkinsonschen Erkrankung ist. Dagegen scheinen 
die Baseninversionen und -duplikationen des H2-Haplotypes die MAPT-Region auf 















Abb. 2 A. Lokalisation der 
MAPT-Region auf dem 
Chromosom 17q21.31 (rot). 
B. Hier entstehen durch 
Duplikationen und Inversi-
onen von kodierenden und 
nicht-kodierenden Regionen 
die zwei Haplotypen H1 und 
H2. Quelle: Pennisi E, 2008 
1.4 Ergebnisse aus bisherigen Studien mit Tau-knockout Tieren 
Die Rolle des Tau-Proteins in der Neurogenese und besonders in der Axonogenese ist 
umstritten. Verschiedene Studien haben unterschiedliche Ergebnisse geliefert. So wurde 
einerseits gezeigt, dass die Inhibition der Tau-Expression mittels Tau-antisense-RNA eine 
Hemmung der axonalen Verlängerung in primären Zellkulturen aus Nervenzellen des 
Kleinhirns bewirkt (Caceres und Kosik, 1990). Diese Mäuse waren äußerlich unauffällig und 
konnten sich normal reproduzieren. Anderseits konnte in primären Zellkulturen aus dem 
Hippocampus Tau-defizienter Mäusen keine Beeinträchtigung der Axonogenese 
nachgewiesen werden. Allerdings wurde elektromikroskopisch eine Minderung der 
Mikrotubulistabilität in den Parallelfasern des Kleinhirns festgestellt. Ferner kam es zu einer 
kompensatorischen Zunahme des MAP1A, welches die Funktion von Tau in großkalibrigen 
Axonen wie z. B. von Nervenzellen aus dem Hippocampus übernehmen könnte (Harada et 
al., 1994).  
Der fördernde Einfluss von Tau auf das Wachstum von Neuriten wurde durch mehreren 
Studien auf Tau-knockout Mäusen bestätigt. Dawson et al. (2001) zeigten, dass in primären 
Zellkulturen aus embryonalem Hippocampus die Neuronen von Tau-knockout Mäusen einen 




bewiesen. Die normale Wachstumsrate der Fortsätze wurde durch Kreuzung transgener 
Mäuse, die humanes Tau enthielten, mit Tau-knockout Mäusen wiederhergestellt. Darüber 
hinaus wurde beobachtet, dass andere MAPs den Verlust von Tau kompensieren konnten. So 
zeigten sich Auffälligkeiten erst bei der Kombination von Tau- und MAP1B-knockout, wie 
z.B. eine Agenesie des Corpus callosum, eine hypoplastische vordere Komissur, eine 
Fehlfaltung des Hippocampus sowie eine Reduktion der Mikrotubuli-Anzahl. Mäuse, denen 
entweder Tau oder MAP1B fehlte, zeigten keine bzw. nur geringfügige Fehlbildungen (Takei 
et al., 2000). Die Theorie der synergetischen Wirkung beider MAPs wurde auch dadurch 
unterstützt, dass in primären Zellkulturen von double-knockout Mäusen das Wachstum von 
Neuriten und die neuronale Migration gehemmt waren. 
In Verhaltensversuchen mit Tau-knockout Mäusen (Ikegami et al., 2000) wurde Folgendes 
beobachtet: 
- im Wire-hang Test: Muskelschwäche  
- im Rod-walking Test: Fallneigung 
- in neuer Umwelt: Hyperaktivität 
- Störung in der kontextuellen Angstkonditionierung. 
Diese Beobachtungen zeigen eine auffällige Übereinstimmung mit den Trägern der 
Mikrodeletion des MAPT-Lokus, insbesondere in Hinblick auf die schwere Muskelschwäche, 
die Störung der motorischen Entwicklung und die extrovertierte Stimmung. 
1.5 Aufgabenstellung 
In Nervenzellen kommt sowohl phosphoryliertes als auch nichtphosphoryliertes Tau vor. Das 
dephosphorylierte Tau befindet sich vor allem in Axonen, während das phosphorylierte Tau 
eher in den Dendriten und im Soma vorkommt (Tashiro et al., 1997).  Es wurde gezeigt, dass 
dephosphoryliertes Tau besser an die Mikrotubuli bindet und diese dadurch stabilisieren 
kann. Bei der Alzheimerschen Erkrankung kommt es zur Phosphorylierung von Tau und 
folglich zur Destabilisierung der Mikrotubuli, welches zur Degeneration der betroffenen 
Zellen führt (Bramblett et al., 1993; Biernat et al., 1993). Darüber hinaus scheinen in 
Zellkulturen einige Phosphorylierungsstellen entscheidend für das Auswachsen von 
Dendriten zu sein (Biernat et al., 1999).  
Aus Zellkulturversuchen ist bekannt, dass die Mikrotubuli durch die 4R-Isoformen des Tau-
Proteins stärker als durch die 3R-Isoformen stabilisiert werden (Goedert et al., 1990; Panda 




Interaktion mit der Plasmamembran und mit der fyn-Kinase (Lee et al., 1998; Ittner et al., 
2010). Wie auch das Tau-Protein, befindet sich die fyn-Kinase in wachsenden Neuronen 
(Bare et al., 1993; Klein et al., 2002) und die Interaktion dieser zwei Proteine scheint für die 
Verteilung von Mikrotubuli und die Entwicklung von Fortsätzen sehr wichtig zu sein (Lee et 
al., 1998). Die Tyrosin-Phosphorylierung von Tau durch die fyn-Kinase spielt wahrscheinlich 
ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung, wo es zu einer 
vermehrten Expression und Ablagerung von fyn kommt (Shirazi et al., 1993).  
Nicht bekannt ist erstens, welchen Anteil die Tau-Proteine an der Gestaltbildung in vivo und 
welchen Einfluss sie auf die Zellmorphologie haben und zweitens, ob die Expression 
einzelner Isoformen mit einem bestimmten Verzweigungsmuster der Fortsätze korreliert. Ziel 
dieser Arbeit ist eine Klärung dieser offenen Fragen, welches auch zum Verständnis der 
Ätiologie von Tauopathien beitragen würde. Mittels verschiedener Färbungen und 
immunhistochemischer Markierungen wird hier untersucht, ob es in vivo einerseits 
morphologische Unterschiede bei der Gestaltung der Dendriten und Synapsen von 
Pyramidenzellen aus dem Hippocampus zwischen Tau-wildtyp und Tau-knockout Tiere gibt 
und anderseits ob die Entstehung der korrekten axonalen Verbindungen zwischen 
Gehirnarealen durch das Fehlen von Tau gehemmt wird. Des Weiteren wird es in vitro näher 
analysiert, ob eine Korrelation zwischen der Expression verschiedener Tau-Isoformen und 
der Morphologie der Zellfortsätze besteht.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Versuchstiere  





; Tucker et al., 2001) mit der Inzuchtlinie C57BL/6 (Tau wildtyp, Tau
+/+
) 
verwendet. In der F2 Generation wurden die Tiere mittels PCR aus Schwanzstückchen auf 
das Fehlen oder Vorhandensein von Tau getestet. Histologische und proteinbiochemische 
Untersuchungen wurden an sechs Monate alten Tieren beiderlei Geschlechts aus den 
Geschwisterlinien von Tau-knockout (Tau
/
) und Tau-wildtyp (Tau
+/+
) Mäusen 
durchgeführt. Für die Anlage von primären Zellkulturen wurden neugeborene Mäuse 
verwendet.  
2.1.2 Chemikalien 
Anwendung Name Hersteller 
PBS-Lösung Na2HPO4 Carl Roth, Karlsruhe 
NaH2PO4 Carl Roth, Karlsruhe 
PBS-, TBS-Lösung NaCl Carl Roth, Karlsruhe 
TBS-Lösung Tris Carl Roth, Karlsruhe 
HCl Carl Roth, Karlsruhe 
Perfusionsfixierung Paraformaldehyd Merck, Darmstadt 
Natriumazid Merck, Darmstadt 
Golgi-Imprägnierung Kaliumdichromat Laborchemie Apolda 
Silbernitrat VEB Feinchemie Sebnitz 
Ethanol BfB, Offenbach am Main 
Xylol Carl Roth, Karlsruhe 
Gefrierschutz Saccharose Carl Roth, Karlsruhe 
Nissl-Färbung Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat Merck, Darmstadt 
Kresylechtviolett Schuchardt, München 
Optal VEB Leuna Werke 
DePeX Serva, Heidelberg 
Immunhistochemie Wasserstoffperoxidlösung Merck, Darmstadt 
Triton X-100 Ferak, Berlin 
Esel-Normalserum Dianova, Hamburg 
Tris-Puffer Carl Roth, Karlsruhe 
Diaminobenzidin Sigma, Hamburg 
Entellan Merck, Darmstadt 
Toluol Carl Roth, Karlsruhe 
SDS-Agarose-Gelelektorphorese Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe 
SDS Carl Roth, Karlsruhe 
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Ammoniumpersulfat Bio-Rad, München 
TEMED Carl Roth, Karlsruhe 
Agarose Serva, Heidelberg 
Tween 20 Ferak, Berlin 
Rinderserumalbumin Carl Roth, Karlsruhe 
Primäre Zellkultur L-15 Leibowitz Medium Biochrom, Berlin 
Trypsin EDTA Biochrom, Berlin 
DNAse Sigma, Hamburg 
Fötales Kälberserum PAA Laboratories, Österreich  
Penicillin/ Streptomicin Biochrom, Berlin 
DMEM/ Ham‟s F 12 Biochrom, Berlin 
B 27-Supplement GIBCO, Invitrogen Corp., USA 
L-Glutamin GIBCO, Invitrogen Corp., USA 
Gentamycin Sigma, Hamburg 
Neurobasal A Medium GIBCO, Invitrogen Corp., USA 
Poly-D-Lysin Sigma, Hamburg 
2.1.3 Häufig verwendete Lösungen 
PBS: 2,86 g Na2HPO4 + 0,86 g NaH2PO4 + 14,4 g NaCl + mit Aqua dest auf 2 Liter auffüllen 
TBS (20x): 24,28 g Tris + 175 g NaCl + mit Aqua dest auf 1 Liter auffüllen und mit 18,5% 
HCl den pH auf 7,4 einstellen 
2.1.4 Geräte 
Anwendung Name Hersteller 
Gehirnschnitte Vibratom Hyrax S30 Carl Zeiss, Jena 
Messung DNA-Menge Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer Peqlab Biotechnologie, Erlangen 
Messung Zelldichte GeneQuant pro Amersham Biosciences, Freiburg 
Stereoinvestigator Axioskop 2 Plus Carl Zeiss, Jena 
Fluoreszenzhistologie Axiophot  Mikroskop Carl Zeiss, Jena 
Aufnahme N2A-Zellen Axiovert Mikroskop Carl Zeiss, Jena 





Schüttler Thermomixer 5436 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
PCR Mastercycler Gradient Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
Aufnahme Blotmembranen Image Station Kodak, USA 
Zentrifuge  3K15, Sartorius 3-30 K Sigma, Hamburg 
Brutschrank Hera Cell Heraeus, Hanau 
Aufnahme Gele Gel Dokumentationssystem (Kamera PIPER 
FK 7512-IQ und UV-Transilluminator) 
Biostep, Jahnsdorf 
Agarose-Gelelektrophorese Elektrophoresekammer SubCell GT Bio-Rad, München 
 Stromquelle: Power Pac 3000 
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2.2 Histologie 
2.2.1 Fixierung 
Die Perfusionsfixierung der Gehirne wurde von Frau Ute Bauer wie folgt durchgeführt: Nach 
der Betäubung mit CO2 wurden die Mäuse mit physiologischer Kochsalzlösung und 
anschließend mit einer 4%igen Lösung von Paraformaldehyd in PBS perfundiert. Danach 
wurde das Gehirn herauspräpariert, über Nacht in der Paraformaldehydlösung nachfixiert und 
in PBS mit 0,1% Natriumazid bei +4°C aufbewahrt.  
2.2.2 Golgi-Einzelschnittimprägnierung 
Die Gehirne wurden sagittal halbiert und eine Hälfte wurde für die Golgi-Einzelschnitt-
imprägnierung verwendet. Das Kleinhirn und der olfaktorische Bulbus (BO) samt 
Großhirngewebe anterior vom Chiasma opticum wurden in der koronalen Ebene abgetrennt 
(Abb. 3A). Aus dem restlichen Großhirn wurden 150 µm dicke Vibratomschnitte angefertigt 
(Abb. 3B). Die den Hippocampus enthaltenden Schnitte wurden in einer 3%igen Kalium-
dichromatlösung über Nacht auf einem Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert (Abb. 3C). 
Am nächsten Tag wurden die Schnitte kurz in Aqua dest gespült, auf einen Objektträger 
aufgezogen (Abb. 3E) und mit einem 22 cm² großem Deckglas bedeckt, welches an den 
Ecken mit Sekundenkleber befestigten wurde (Abb. 3F). Anschließend wurden die Objekt-
träger über Nacht in einer 2%igen Silbernitratlösung bei Raumtemperatur im Dunklen 
inkubiert (Abb. 3G). Am dritten Tag wurden die imprägnierten Schnitte in einer 
aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 85%, 96% und 100%) entwässert, mit Xylol geklärt und 
mit Kanadabalsam eingedeckt. Ein fertig imprägnierter Schnitt ist in Abb. 3I zu sehen.  
2.2.3 Gefrierschnitte 
Hierzu wurden die fixierten Gehirne zum Gefrierschutz für einen Tag in eine 30%ige 
Saccharoselösung gelegt. Als die Gehirne in der Lösung abgesunken waren, wurden 40 μm 
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Abb. 3  A-H. Schematische Darstellung der Golgi-Einzelschnitt-Imprägnierung. I. Mikroskopische 
Aufnahme eines fertig imprägnierten Schnittes. Die Zellen sind mit Silber imprägniert und ihre 
Zellkörper und Fortsätze sind sowohl im Hippocampus als auch teilweise im zerebralen Kortex 
einzeln gut sichtbar. 
2.2.4 Nissl-Färbung 
Für die Darstellung des Hippocampus wurden Serien von Gefrierschnitten auf mit 
Chromgelatine beschichtete Objektträger aufgezogen. Nach dem Antrocknen wurden sie kurz 
in Aqua dest gespült und durch eine aufsteigende Ethanolreihe nachfixiert (kurz 70%, kurz 
80%, 10 Minuten in 96% Ethanol). Diese Nachfixierung führt zu einer deutlich besseren 
Färbbarkeit. Nach der absteigenden (96%, 80%, 70%) Ethanolreihe und dem kurzen Spülen 
in Aqua dest wurden die Objektträger für 5 bis 10 Minuten in eine Nissl-Färbelösung gestellt.  
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105 ml Nissl-Färbelösung (gepufferte 0,1%ige Kresylechtviolett-Lösung): 92 ml 0,1 M Essig-
säure + 8 ml 0,1M Natriumacetat +  5 ml 5%ige Kresylechtviolett-Stammlösung 
Nach einem kurzen Waschschritt in Aqua dest wurden die Schnitte in einer aufsteigenden 
Ethanolreihe (50 %, 70 %, 96 %, 100 % und Optal) differenziert. Nach dem Klären mit Xylol 
wurden die Schnitte mit DePeX eingedeckt. 
2.2.5 Immunhistochemische Markierungen 
An 40 μm dicken Gefrierschnitten von 5 Mäusen je Genotyp im Alter von 6 Monaten wurden 
Immunperoxidasemarkierungen für verschiedene Antigene durchgeführt (siehe Tab. 1). Um 
die endogene Peroxidaseaktivität zu blockieren, wurden die Schnitte für 30 Minuten in 
1%iger Wasserstoffperoxidlösung (in PBS) inkubiert. Danach wurden sie dreimal 10 Minuten 
in TBS mit 0,1% Triton X-100 (TBS-Triton) gespült und anschließend für weitere 30 
Minuten in eine 5%ige Lösung von Eselnormalserum in TBS-Triton gelegt, um unspezifische 
Bindungsstellen zu blockieren. Das Gewebe wurde über Nacht bei Raumtemperatur auf dem 
Schüttler mit dem Primärantikörper (siehe Tab. 1) in 1%igem Eselnormalserum in TBS-
Triton inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal 10 Minuten in TBS-Triton 
gespült. Anschließend wurden die Schnitte mit dem biotinylierten Sekundärantikörper (siehe 
Tab. 1) für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Der Antikörper 
wurde in 1%iges Eselnormalserum in TBS-Triton verdünnt. Die Schnitte wurden erneut 
dreimal 10 Minuten mit TBS-Triton gespült und für 45 Minuten mit Peroxidase-konjugiertem 
Streptavidin (Extravidin 1:1000 in TBS-Triton) inkubiert. Danach wurde zweimal mit TBS-
Triton und einmal mit Tris-Puffer pH 8,0 ohne Detergenz gewaschen. Anschließend wurden 
die Schnitte für 5 Minuten in einer Lösung aus 0,02% Diaminobenzidin und 0,00021% 
Wasserstoffperoxid in Tris-Puffer pH 8,0 entwickelt (10 ml Tris-Puffer + 2 x 100 l DAB-
Stammlösung + 7 l 30% H2O2). Diese Reaktion wurde durch Spülen mit Tris-Puffer pH 8,0 
gestoppt. Die gefärbten Schnitte wurden auf Chromgelatine beschichtete Objektträgern 
aufgezogen, in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwässert, anschließend mit Toluol geklärt 
und mit Entellan eingedeckt. 
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Antigen  Antikörper Verdünnung Hersteller Anmerkungen 
GFAP 1. Ak Anti-Rb-GFAP 1:1000 DAKO, USA  
2. Ak Do-anti-Rb-bio 1:1000 Dianova,  Hamburg 
Doublecortin 1. Ak Anti-Gt-DCX 1:1000 Santa Cruz Bio-
technology,  USA 
Zur Verstärkung 
der Markierung 





2. Ak Do-anti-Gt-bio 1:1000 Dianova, Hamburg  
BrdU 1. Ak Anti-Rt-BrdU 1:1000 Serotec, Martinsried Denaturierung 
der DNA durch 
Inkubation für     
5 Minuten in 
einer 4N HCl-




2. Ak Sp-anti-Rt-bio 1:1000 Amersham 
Biosciences Europe, 
Freiburg 
α-Tubulin 1. Ak Anti-Ms-α-Tubulin 1:2000 Sigma, Hamburg  
2. Ak Do-anti-Ms-bio 1:1000 Dianova,  Hamburg 
Δ2-Tubulin 1. Ak Anti-Rb-Δ2Tubulin 1:12000 Millipore, USA  
2. Ak Do-anti-Rb-bio 1:1000 Dianova,  Hamburg 
Synaptopodin 1. Ak Anti-Rb-
Synaptopodin 

















1. Ak Anti-Rb-VGAT 1:1000 Synaptic Systems, 
Göttingen 
2. Ak Do-anti-Rb-Cy3 1:1000 Jackson 
ImmunoResearch 
Europe, UK 
Synaptophysin 1. Ak Anti-Rb-
Synaptophysin 
1:1000 Synaptic Systems, 
Göttingen 
2. Ak Do-anti-Rb-Cy3 1:1000 Jackson 
ImmunoResearch 
Europe, UK 
Do = donkey (Esel); Ms = mouse (Maus); Rb = rabbit (Kanninchen); Gt = goat (Ziege); Rt = rat (Ratte);         
Sp= sheep (Schaf); bio = biotinyliert 
 
Tab. 1  Immunhistochemische Markierungen 
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2.3 Morphometrie 
Die morphometrische Analyse erfolgte stets verblindet. Dazu wurden die Objektträger mit 
den Tiernummern abgeklebt und mit fortlaufenden Buchstaben beschriftet. Nach der Sholl-
Analyse, dem Nachzeichnen von Konturen oder dem Zählen von Zellen wurden die 
Buchstabenkodes wieder den einzelnen Tieren und damit dem Genotyp zugeordnet. Dadurch 
sollte sichergestellt werden, dass es nicht zu einer unbewussten Verfälschung der Ergebnisse 
durch die eigene Erwartungshaltung kommt. 
2.3.1 Sholl-Analyse 
Aus den nach Golgi imprägnierten Gehirnschnitten wurden je Genotyp 15 Pyramidenzellen 
aus der CA1-Region des Hippocampus ausgewertet. Nach dem camera lucida Prinzip wurden 
die Dendritenbäume nachgezeichnet. Dies erfolgte an einem Mikroskop mit motorisiertem 
Objekttisch und einer Kamera, welche an einen Computer angeschlossen waren. Die 
Software (Neurolucida Version 5.05.2, MicroBrightField Inc., Williston, USA) erlaubte die 
die Kombination von Objektposition und der auf das mikrokopische Bild projizierten 
Mausposition zur dreidimensionalen Rekonstruktion.  
Die Sholl-Analyse (Sholl, 1953) zur quantitativen Auswertung der Dendritenbäume ist eine 
geometrische Methode und wurde an den rekonstruierten Nervenzellen computergestützt 
durchgeführt (NeuroExplorer Version 3.70.2, MicroBrightField Inc., Williston, USA). Es 
wurden um den Mittelpunkt des Zellkörpers konzentrische Kreise bzw. Kugeln mit jeweils 
um 25 µm größeren Radien gezogen (Abb. 4 C). Die dreidimensionale Komplexität, die 
Länge und der Verzweigungsgrad der Fortsätze wurden durch die folgenden Parameter 
quantifiziert:  
1. Gesamtlänge aller Dendriten innerhalb der Kugelschale 
2. Gesamtlänge der Fortsätze 
3. Anzahl der Kreuzungspunkte mit der Kugeloberfläche  
4. Anzahl der Verzweigungen innerhalb der Kugelschale 
5. Anzahl der Fortsatzenden innerhalb der Kugelschale 
Der Vergleich zwischen CA1-Pyramidenzellen von Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäusen 
erfolgte für jeden Parameter und jede Kugelschale getrennt (Ausnahme: Gesamtlänge der 
Fortsätze). Für die statistische Auswertung wurden nur Kugelschalen mit Messwerten von 
mindestens 3 Zellen je Genotyp verwendet.
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Abb. 4   Grundprinzip der Sholl-Analyse. A. Golgi-Imprägnierung einer Pyramidenzelle aus der 
CA1-Region des Hippocampus. B. Dreidimensionale Rekonstruktion derselben Zelle mit dem 
Programm Neurolucida. C. Schematische Darstellung des Grundprinzips der Sholl-Analyse. 
Konzentrische Kugeln werden um den Zellkörper gelegt. Die Sholl-Analyse ergibt die Gesamtlänge 
aller Dendriten, die Anzahl der Verzweigungen (1), der Kreuzungspunkte (2) und der Endungen (3) 
zwischen zwei konsekutiven Kugelschalen.  
2.3.2 Volumenbestimmung 
Die Volumina von Hippocampus und Gyrus dentatus wurden nach dem Prinzip von Cavalieri 
aus dem Abstand der Schnitte und der Summe aller Querschnittsflächen berechnet. 
V  d   Ai  
 V Volumen 
 d Abstand der Schnitte 
 Ai Fläche des i-ten Querschnitts 
Es wurde Serien von Gefrierschnitten von 3 Mäusen per Genotyp verwendet. Für 
Hippocampus und Gyrus dentatus wurden unterschiedliche Färbungen zur Darstellung 
verwendet: 
Objekt Darstellung Abstand der 
Schnitte 
Anzahl der 
Schnitte mit Objekt 
Hippocampus Nissl-Färbung 480 m 7-9 
Gyrus dentatus Calbindin-Immunperoxidase-
Färbung 
480 m 7-9 
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2.3.3 Zellzahl (Neurogenese) 
Doublecortin-positive Zellen 
Es wurden 24er Serien von 40 μm dicken Gefrierschnitten von 5 Mäusen im Alter von 6 
Monaten je Genotyp verwendet. Eine Serie enthielt den Gyrus dentatus auf 4 Schnitten. An 
diesen wurde eine Immunperoxidasemarkierung für Doublecortin durchgeführt. Für jedes 
Tier wurden die proximalen Apikaldendriten DCX-positiver Zellen (Seite 52, Abb. 9 A, B, 
rote Punkte) unmittelbar oberhalb der subgranulären Zone (rote Linie) gezählt. Um die 
Gesamtzahl der DCX-positiven Zellen zu schätzen, wurde für jedes Tier diese Zahl mit 24 
multipliziert, da nur jeder 24ste Schnitt gefärbt wurde.  
BrdU-positive Zellen 
Es wurden 5 Mäuse im Alter von 6 Monaten je Genotyp mit 50 mg/kg Körpergewicht 8-
Bromodesoxyuridin (BrdU) intraperitoneal injiziiert und nach einem Tag perfusionsfixiert. 
Wie für Doublecortin beschrieben, wurde an einer Serie von 4 Schnitten je Tier eine 
Immunperoxidasemarkierung für BrdU durchgeführt. In der S-Phase des Zellzyklus hatten 
die Zellen anstelle von Thymidin das Analogon BrdU in ihre DNA eingebaut. Für jedes Tier 
wurden die BrdU-positiven Zellkerne (Seite 52, Abb. 9 D, E, Pfeile) gezählt. Die Gesamtzahl 
BrdU-positiver Zellkerne wurde durch Multiplikation mit 24 geschätzt, da nur jeder 24ste 
Schnitt gefärbt wurde. 
2.3.4 Synapsenzahl 
Immunfluoreszenzmarkierung 
Es wurde von 5 Tieren je Genotyp jeweils ein Gefrierschnitt in der gleichen Ebene (etwa 
Bregma -2.06 mm; Paxinos und Franklin, 2001) für die Immunfluoreszenzmarkierung für 
jedes der folgenden Proteine verwendet: 
1. Synaptopodin ist ein Aktin-bindendes Protein aus exzitatorischen Synapsen, das in 
dendritischen Spines, besonders in der PSD (post synaptic density) und im Spinehals, 
vorkommt. Die dendritischen Spines sind die postsynaptischen Spezialisierungen 
exzitatorischer Synapsen auf den Dendriten der Pyramidenzellen des Hippocampus. Sie sind 
höchst dynamische Strukturen, die auf synaptische Aktivierung mit Änderung ihrer Form und 
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2. VGAT (vesicular GABA transporter) ist zuständig für die Aufnahme und Bindung von 
GABA (Gamma-aminobutyric acid) in den synaptischen Vesikeln und deshalb ein guter 
Marker für die präsynaptische Komponente inhibitorischer Synapsen. 
3. Synaptophysin  ist ein Glycoprotein aus der Vesikelmembran, welches für die Exozytose  
neurosekretorischer Vesikel benötigt wird und in praktisch allen Nervenzellen vorkommt. Es 
wird deshalb als präsynaptischer Marker benutzt.  
Zahl der immunreaktiven Profile 
Für die Auszählung der immunreaktiven Profile wurden hochauflösende Aufnahmen mit 
einer optischen Dicke von 2-3 m verwendet. Dazu wurden die markierten und mit Entellan 
eingedeckten Schnitte an einem inversen Mikroskop Typ Axiovert 200M (Carl Zeiss 
Microimaging, Jena) mit Apotome-Zusatz bei 63facher Vergrößerung fotografiert. Zunächst 
wurde ein Übersichtsbild des Hippocampus mit 10facher Vergrößerung aufgenommen, 
worauf der gewünschte Teil der CA1-Region markiert wurde. Von dieser Region wurden 
computergesteuert (AxioVision Version 4.6.3.0, Carl Zeiss Imaging Solutions, Jena) mehrere 
überlappende Teilbilder mit 63facher Vergrößerung aufgenommen, zusammengesetzt und als 
TIFF-Datei gespeichert. Für jede Markierung wurden alle Schnitte für beide Genotypen 
während eines Arbeitsganges mit den gleichen Einstellungen fotografiert.  Die einzelnen 
Bilder wurden in das Programm Canvas X (ACD Systems Inc, USA) importiert und 
weiterbearbeitet: das Rauschen wurde durch das Mittelwertfilter mit einem Radius von einem 
Pixel geglättet, dann wurden die vier Schichten der CA1-Region getrennt und die so 
erhaltenen Teilbilder invertiert. Die Teilbilder wurden anschließend in dem Programm 
ImageTool Version 3.0 (UTHSCSA, USA) ausgewertet. Dazu wurden die Graustufenbilder 
mit einem Schwellenwert segmentiert und die Zahl der einzelnen Objekte automatisch 
gezählt. Der Schwellenwert für optimale Trennung zwischen den Objekte wurde für jede der 
drei Markierungen individuell angepasst: Synaptopodin-Schwellenwert = 120; VGAT-
Schwellenwert = 90; Synaptophysin - Schwellenwert = 100. Die Zahl der immunreaktiven 
Profile wurde für jede Schicht der CA1-Region (Stratum oriens, Stratum pyramidale, Stratum 
radiatum, Stratum lacunosum-moleculare) zwischen Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäuse 
verglichen.   
Optische Dichte 
Für die Messung der Intensität der Immunmarkierung wurden die markierten Schnitte 
wässrig eingedeckt und mit 10facher Vergrößerung an einem Axiophot-Mikroskop (Carl 
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Zeiss, Microimaging, Jena) fotografiert. Es wurde aus jedem Bild ein Streifen mit den vier 
Schichten der CA1-Region des Hippocampus mit dem Grafikprogramm Canvas X (ACD 
Systems Inc, USA) ausgeschnitten. Die Streifen aller Tiere (5 je Genotyp) wurden in einem 
Bild kombiniert und mit dem Programm TINA Version 2.09g (Raytest Isotopenmessgeräte 
GmbH, Straubenhardt) wurde die Grauwertdichte jeder Schicht berechnet. Die Werte wurden 
für jede Schicht zwischen Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäuse verglichen.  
2.4 Proteinbiochemie 
2.4.1 Proben 
Nach der Betäubung mit CO2 wurden die Mäuse enthauptet. Anschließend wurde das Gehirn 
entnommen, der Hippocampus präpariert, in Eppendorf-Reaktionsgefäßen mit flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Für einen Teil der Tiere wurde das frisch 
entnommene Gehirn in kaltem PBS mittels eines Vibratoms (Hyrax S30, Carl Zeiss, Jena) in 
200 m dicke Scheiben geschnitten. Aus diesen wurden unter einem Binokularmikroskop 
unmittelbar folgende Regionen herauspräpariert, in Eppendorf-Reaktionsgefäßen mit 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert: 
 Hippocampus 
 CA1-Region des Hippocampus  
 Stratum radiatum und Stratum lacunosum-moleculare der CA1-Region des 
Hippocampus (enthalten hauptsächlich Apikaldendriten der Pyramidenzellen) 
 Stratum oriens der CA1-Region des Hippocampus (enthält hauptsächlich 
Basaldendriten der Pyramidenzellen) 
Die beiden letzteren wurden durch Teilung der CA1-Region entlang des Stratum pyramidale 
präpariert und enthielten dadurch beide auch Zellkörper der Pyramidenzellen. Es wurden 4 
Mäuse im Alter von 6 Monate je Genotyp untersucht. 
2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Es wurden ein SDS-Trenngel und ein SDS-Sammelgel hergestellt.  
SDS-Trenngel (10%): 24,4 ml Aqua dest + 15 ml 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8) + 20 ml Acrylamid 
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SDS-Sammelgel (4,3%): 12,2 ml Aqua dest + 5 ml 0,5 M Tris/ HCl auf pH 6,8 + 
Bromphenolblau + 2,6 ml Acrylamid 30% + 200 µl SDS-Lösung (10%); Start der 
Polymerisation: 100 µl APS-Lösung 10% +20 µl TEMED 
SDS = sodium dodecyl sulfate 
APS = Ammoniumpersulfat 
TEMED = N,N,N„,N„-Tetramethyletan-1,2-diamin  
APS-Lösung: 55 mg APS + 550 µl Aqua dest 
Die Glasplatten wurden unten mit einer 4%igen Agaroselösung abgedichtet, in der 
Giesstation eingespannt, das Trenngel und anschließend das Sammelgel wurden zwischen die 
Glasplatten hereingegossen und die Kämme wurden eingesetzt. Die Polymerisationszeit für 
Trenn- und Sammelgel betrug jeweils 30 Minuten. Die Gelkammern mit den polymerisierten 
Gelen wurden in die Laufkammer eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1x Laufpuffer (28,8 g 
Glycin + 6g Tris + 2g SDS + Aqua dest auf 2 Liter auffüllen) befüllt und die Kämme wurden 
vorsichtig aus dem Sammelgel herausgezogen.  
Zu jeder Probe wurden 40 µl Lämmli-Puffer gegeben, das Gemisch wurde während des 
Auftauens vorsichtig resuspendiert und anschließend mit flüssigem Stickstoff erneut 
gefroren. Die Proben wurden erneut aufgetaut, geschüttelt (Eppendorf Thermomixer 5436) 
und 2-3 Minuten unter Schütteln (700 rpm) bei 90
o
C gekocht. Es wurden 10 µl/ 
Probekammer aus jeder Probe mit Basaldendriten, 5 µl/Probekammer aus jeder Probe  mit 
Apikaldendriten und 6 µl/ Probekammer des Größenmarkers (PageRuler™ Prestained Protein 
Ladder, Fermentas) aufgetragen. Für die elektrophoretische Auftrennung wurden zunächst 
100 V angelegt, bis die Lauffront (Bromphenolblau) das Sammelgel verlassen hatte. Danach 
wurde die Spannung auf 160 V erhöht bis das Laufband das Trenngel gerade verlassen hatte. 
Beide Schritte dauerten jeweils etwa 1,5 Stunden. 
2.4.3 Western Blot 
Nach der Elektrophorese wurden die Gele auf eine Nitrozellulose-Membran (Gel-Blotting 
Papier, VWR International, Dresden) geblottet. Für jedes Gel wurde eine Blotmembran 
(PolyScreen® PVDF Transfer Membrane, PerkinElmer, USA) geschnitten und in Methanol 
aktiviert, dann wurde jedes Gel samt aktivierter Blotmembran zwischen zwei Filterpapiere 
gelegt und über Nacht bei 100 mA im Tank-Blotter inkubiert. Anschließend wurden die 
Blotmembranen dreimal in TBS mit 0,05% Tween 20 (TBS-Tween) gespült und für 30 
Minuten in 1%iger BSA-Lösung geblockt. 
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2.4.4 Immundetektion am Western Blot 
Die Primärantikörper (siehe Tab. 2, 3) wurden in einer 1%igen BSA-Lösung verdünnt, mit 
den Blotmembranen in Plastikfolie (5 ml BSA/ 20 cm
2
 Plastikfolie) eingeschweißt und bei 
4
o
C auf einem Schüttler über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Blotmembranen 
dreimal in TBS-Tween gespült. Die Sekundärantikörper (siehe Tab. 2, 3) wurden ebenfalls in 
einer 1%igen BSA-Lösung verdünnt und mit den Blotmembranen für eine Stunde bei 
Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit TBS-
Tween. Zur Auswertung der Blotmembranen wurde kurz vor dem Gebrauch eine ECL-
Lösung (10 ml Lösung A +  1 ml Lösung B + 3 µl H2O2) hergestellt und auf Eis im Dunkeln 
gelagert. Die Blotmembranen wurden gründlich mit ECL-Lösung benetzt und 1-2 Minuten 
auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der Chemolumineszenz erfolgte mit einer ImageStation 
(Kodak). Im Falle eines schwachen Chemolumineszenz-Signal wurden die Membranen 
nochmals mit einem empfindlicheren Substrat entwickelt (Lumigen TMA-6, Lumigen Inc., 
USA). Nach der Aufnahme der Chemolumineszenz wurde noch ein Hellfeldbild mit dem 
vorgefärbten Größenmarker aufgenommen. Anschließend wurden die Membranen dreimal in 
TBS-Tween gespült, eine Stunde in Stripp-Puffer (1% Tween, 0,1 % SDS, 0,2 M Glycin pH 
2,3) gestrippt und anschließend dreimal in Aqua dest gespült. Danach konnten diegleichen 
Membranen mit einem weiteren Antikörper markiert werden. 
Die aufgenommenen Bilder wurden in Canvas X als TIFF-Dateien importiert, um die 
Immunmarkierung mit dem Größenmarker aus dem Hellfeldbild zu kombinieren. 
Anschließend wurde die optische Dichte jeder Proteinbande mit dem Programm TINA 
Version 2.09g (Raytest Isotopenmessgeräte, Straubenhardt) gemessen. Um absolute Werte zu 
berechnen, wurden die optischen Dichten aller markierten Tubuline (außer α-Tubulin) und 
allen anderen Marker auf die optische Dichte von α-Tubulin bzw. β-Actin bezogen. Durch 
diese Normierung konnte der schwankende Gesamtproteininhalt je Bande ausgeglichen 
werden. 
 
Es wurden zusätzlich zu den in Abschnitt 2.3.4 genannten Marker auch folgende synaptische 
Proteine nachgewiesen: 
1. PSD-95 interagiert in der Postsynapse mit dem zytoplasmatischen Teil des NMDA-
Rezeptors und spielt folglich eine wichtige Rolle in exzitatorischen Synapsen. 
2. GAD 65/67 (Glutamate Decarboxylase 65 & 67) ist zuständig für die Synthese von 
GABA (-aminobutyric acid), einem Neurotransmitter von inhibitorischen Synapsen. 
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3. Gephyrin ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das Rezeptoren von GABA und Glycin 
an dem postsynaptischen Zytoskelett bindet. Beide Transmitter werden von inhibitorischen 
Synapsen verwendet. 
 
Die Stabilität von Mikrotubuli kann anhand der posttranslationalen Modifikation der α-
Tubulin-Untereinheiten abgeschätzt werden. In stabilen Mikrotubuli wird die α-Untereinheit 
zunehmend modifiziert. Dabei wird zunächst ein aminoterminales Tyrosin abgespalten, so 
dass Glu-Tubulin entsteht (benannt nach dem aminoterminalen Glutamat). Nach Abspaltung 
einer zweiten Aminosäure entsteht Δ2-Tubulin (Baas and Black, 1990; Paturle-Lafanechère 
et al, 1994). Eine weitere posttranslationale Modifikation ist die Polyglutamilierung von      
β-Tubulin durch TTLL7, welche für das Wachstum von Dendriten benötigt wird (Ikegami et 
al., 2006). 
Es wurde eine Immunperoxidasemarkierung für α-Tubulin (Gesamt-Tubulin) und              
Δ2-Tubulin durchgeführt. Es ist schon bekannt, dass während der Entwicklung eine Zunahme 
des Δ2-Tubulins zu beobachten ist, während das Gesamt-Tubulin konstant bleibt, was auf 
zunehmende Mikrotubulistabilität hinweist (Bullmann et al., 2009).  Im Western Blot wurden 
zusätzlich die Glu-Tubulin und PolyGlu-Tubulin Isoformen quantifiziert. 
Dephosphoryliertes Tau befindet sich vor allem in Axonen, während phosphoryliertes Tau in 
Soma und Dendriten vorkommt. Tau-1-Antikörper erkennen Tau in den Axonen, aber nicht 
in den Dendriten und in dem Soma, wo das Epitop durch Phosphorylierung maskiert wird. 
Die Behandlung mit alkalischer Phosphatase demaskiert dieses Epitop (Riederer und Binder, 
1994). Der Tau-1-Antikörper wurde für die Markierung von Gesamt-Tau in der primären 
Zellkultur angewendet.  
MAP1B befindet sich sowohl in Axonen als auch in Dendriten und Zellkörpern. Während der 
Axonogenese wird das Protein vermehrt in phosphorylierter Form in den Axonen exprimiert 
(Peng et al., 1986; Mansfield et al, 1991). 
MAP2 ist fast ausschließlich in den Dendriten lokalisiert (Bloom et al., 1984; Peng et al., 
1986) und spielt ähnlich wie Tau eine wichtige Rolle in der Mikrotubulistabilität. 
 
Die Immunreaktivität des jeweiligen Markers wurde auf β-Actin bezogen. Dazu wurde der 
Quotient aus der jeweiligen optischen Dichte gebildet und ausgewertet (ODMarker/ ODβ-Actin). 
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Do = donkey (Esel); Ms = Mouse (Maus); Rb = Rabbit (Kanninchen); Sp= sheep (Schaf); ECL = enhanced 
chemoluminiscence  
Tab. 2  Mikrotubuli-assoziierte Proteine. Die Blotmembranen 1-4 wurden nach der ersten 
Immundetektion  (1.1 - 4.1) gestrippt und für eine andere Immundetektion wiederverwendet (1.2 - 
4.2). Schließlich wurden sie nochmals gestrippt und mit β-Actin markiert, welches als Maß für den 
Gesamtproteininhalt benutzt wurde. 
Blotnr Antigen  Antikörper Verdünnung Hersteller 
1.1 Glu-Tubulin 1. Ak Anti-Rb-Glu-Tubulin 1:3000 Millipore, USA. 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare, UK 
2.1 Δ2-Tubulin 1. Ak Anti-Rb-Δ2-Tubulin 1:3000 Millipore, USA 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare, UK 
3.1 Tau-1 1. Ak Anti-Ms-Tau-1 1:2000 Chemicon, USA 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare, UK 
4.1 MAP1B 1. Ak Anti-Ms-MAP1B 1:1000 Santa Cruz, USA 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare UK 
1.2 α-Tubulin 
 
1. Ak Anti-Ms-αTubulin 1:1000 Sigma, Hamburg 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare UK 
2.2 PolyGlu-Tubulin 1. Ak Anti-Ms-
PolyGluTubulin 
1:1000 Sigma, Hamburg 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare UK 
3.2 MAP2 Polyklonal 1. Ak Anti-Rb-MAP2 1:1000 Cell Signaling 
Technology, USA 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare UK 
4.2 MAP2 Monoklonal 1. Ak Anti-Ms-MAP2 1:2000 Sigma, Hamburg 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare UK 
1.3-4.3 β-Actin 1. Ak Anti-Ms- β-Actin 1:18000 Sigma, Hamburg 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare UK 
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Do = donkey (Esel); Ms = Mouse (Maus); Rb = Rabbit (Kanninchen); Sp = sheep (Schaf); ECL = enhanced 
chemoluminiscence  
Tab. 3  Synaptische Marker. Die Blotmembranen 1-6 wurden nach der ersten Immundetektion  (1.1 
- 6.1) gestrippt und für die Immundetektion von β-Actin wiederverwendet (1.2 - 6.2), welches als Maß 
für den Gesamtproteininhalt benutzt wurde. 
 
Blotnr Antigen  Antikörper Verdünnung Hersteller 
1.1 VGAT 1. Ak Anti-Rb-VGAT 1:1000 Synaptic Systems, 
Göttingen 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare UK 
2.1 Synaptopodin 1. Ak Anti-Rb-Synaptopodin 1:1000 Synaptic Systems, 
Göttingen 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare UK 
3.1 Synaptophysin 1. Ak Anti-Rb-
Synaptophysin 
1:500 Synaptic Systems, 
Göttingen 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare UK 
4.1 Gephyrin 1. Ak Anti-Rb-Gephyrin 1:1000 Synaptic Systems, 
Göttingen 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare 
5.1 PSD-95 
 
1. Ak Anti-Ms-α-Tubulin 1:500 Millipore, USA 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare UK 
6.1 GAD65/67 1. Ak Anti-Rb-GAD65/67 1:1000 Millipore, USA 
2. Ak Do-ECL-Anti-Rb 1:10000 GE Healthcare UK 
1.2-6.2 β-Actin 1. Ak Anti-Ms- β-Actin 1:20000 Sigma, Hamburg 
2. Ak Sp-ECL-Anti-Ms 1:10000 GE Healthcare UK 
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2.5 Transfektion von Nervenzellen in primärer Zellkultur 
2.5.1 Primäre Zellkultur 
Für die primäre Zellkultur wurden Gehirne von neugeborenen Mäusen verwendet. Aus jedem 
Gehirn wurde das Kleinhirn in eiskaltem L-15 Leibowitz Medium präpariert. Die Hirnregion 
wurde mit einer feinen Schere zerschnitten und für 5 Minuten bei 37°C unter ständigem 
Schütteln in 1 ml einer unmittelbar vor dem Gebrauch hergestellten Enzymlösung (10% 
Trypsin EDTA + 0,002% DNAse in Aqua dest) inkubiert. Anschließend wurden 5 ml 
Serummedium (10% fötales Kälberserum + 1% Penicillin/Streptomicin in HAM‟s F12 
Medium) zugegeben. Es folgte die mechanische Dispersion der Zellen durch mehrmaliges 
Aufziehen in eine 10 ml Plastikpipette und das Abtrennen der Gewebefetzen durch ein 
Zellsieb. Die erhaltene Zellsuspension wurde für 1 Minute bei 200 g zentrifugiert, das 
überstehende Medium wurde abgesaugt und das Pellet in Zellkulturmedium (2% B27 + 1% 
L-Glutamin 200 mM + 0,1% Gentamicin in Neurobasal A) resuspendiert. Ein 50 µl Tropfen 
Zellsuspension wurde auf jeweils ein mit Poly-D-Lysin beschichtetes Deckglas pipettiert und 
für 30 Minuten in den Brutschrank gestellt, um den Zellen Zeit zum Absetzen und Anheften 
zu geben. Anschließend wurden zu jedem Deckglas 500 µl Zellkulturmedium gegeben und 
die Platten mit den Deckgläsern wieder in den Brutschrank gestellt. Die Begasung erfolgte 
mit 5% CO2 und 20% O2 unter Befeuchtung. Zweimal pro Woche wurde die Hälfte des 
Zellkulturmediums gegen frisches Medium ausgetauscht.  
2.5.2 Transfektion von primären Zellkulturen 
Es wurden primäre Zellkulturen vom Kleinhirn mit einem rot fluoreszierenden Protein 
(DsRed) transfiziert. Als Transfektionsreagens wurde Lipofectamine
TM
 2000 (Invitrogen, 
Karlsruhe) verwendet. Es wurden 2 Lösungen hergestellt: 
1) 1 l DsRed 1 µg/µl in 50 l Neurobasal A 
2) 2 l Lipofectamine in 50 l Neurobasal A 
Diese zwei Lösungen wurden genau 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurde die DNA-Lösung mit der Lipofectamine-Lösung gemischt und für 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. 
Das Zellkulturmedium von den Deckgläsern wurde vollständig abgesaugt und je Deckglas 
durch 100 µl Mischlösung aus DNA und Lipofectamin, sowie jeweils 200 µl frisch 
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hergestelltes Zellkulturmedium ersetzt. Nach 24 Stunden wurde das Transfektionsmedium 
durch kondizioniertes Medium (siehe 2.5.1) ersetzt. 
2.5.3 Morphometrische Analyse von Körnerzellen des Kleinhirns 
Es wurden primäre Zellkulturen von 3 Mäusen je Genotyp angelegt. Nach ca. einer Woche 
wurden die Zellen mit DsRed transfiziert, am Folgetag mit einem Fluoreszenz-Mikroskop 
fotografiert (Carl Zeiss Microimaging, Jena) und in dem Programm Neurolucida (Version 
5.05.2, MicroBrightField Inc., USA) rekonstruiert. Die markierten Zellen wurden anhand 
ihrer Morphologie als Körnerzellen identifiziert. Es wurden insgesamt 12 Zellen je Genotyp 
untersucht. In dem Programm NeuroExplorer (Version 3.70.2, MicroBrightField Inc., USA) 
wurden die kurzen Fortsätze als Dendriten interpretiert und für die Sholl Analyse (shell 
radius = 25 µm x 1.32 = 33 µm) verwendet. Die Komplexität, die Länge und der 
Verzweigungsgrad der Dendriten wurden wie auch in Abschnitt 2.3.1 durch die folgenden 
Parameter quantifiziert:  
1. Gesamtlänge aller Dendriten innerhalb einer Kugelschale 
2. Gesamtlänge aller Dendriten 
3. Anzahl der Kreuzungspunkte mit der Kugeloberfläche  
4. Anzahl der Verzweigungen innerhalb einer Kugelschale 
5. Anzahl der Fortsatzenden innerhalb einer Kugelschale 
Der Vergleich zwischen Zellen mit Tau und Zellen ohne Tau erfolgte für jeden Parameter 
und jede Kugelschale getrennt (Ausnahme: Gesamtlänge der Dendriten). Es wurden nur 
Kugelschalen mit Messwerten von mindestens 3 Zellen je Genotyp für die statistische 
Auswertung verwendet.  
Für jede Zelle wurde der längste Fortsatz als Axon identifiziert. Dieser wurde durch seine 
Gesamtlänge (terminal distance) und Anzahl der Verzweigungen  charakterisiert. Da sich die 
Skalierung (µm/ Pixel) für die Fluoreszenzmikroskopkamera und die Neurolucida-Messplatz-
Kamera unterschieden, wurde beim Exportieren der Fluoreszenzaufnahmen als TIFF-Dateien 
ein Maßstabsbalken mitgeführt. Diesem entsprechend wurden alle mit NeuroExplorer 
gemessenen Längen durch 1.32 geteilt. 
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2.6 Klonierung von Tau-Protein-Isoformen 
2.6.1 Klonierungsstrategie zur Herstellung eines pIRES-DsRed-Tau Vektors am 
Beispiel der 2N4R-Tau Isoform 
Zur Herstellung des pIRES-DsRed-Tau Expressionsvektors wurden die Ausgangsvektoren 
pIRES2DsRed-Express2 (Clontech Laboratories, USA; Abb. 5 A) und prk172-ht40 (2N/4R 
Tau-Isoform von M. Goedert, Cambridge) aus dem methylierungsdefizienten E.coli Stamm 
SCS110 gereinigt. Dies war nötig, da einige der verwendenten Restriktionsendonukleasen 
methylierte DNA nicht schneiden. Nach der Transformation der SCS110 E. coli (siehe 
Abschnitt 2.6.5) mit den Vektoren wurden einzelne Kolonien gepickt und in 5 ml              
LB-Medium mit Antibiotikum (Ampicillin für prk172-ht40, Kanamicin für pIRES-DsRed) 
angeimpft (siehe Abschnitt 2.6.6). Danach erfolgte die Präparation der Plasmid-DNA (siehe 
Abschnitte 2.6.7 bis 2.6.9). Durch einen analytischen Verdau von 1 g Plasmid-DNA mit 
dem Enzym Pvu II (1 h bei 37
 o
C) und Auftrennung durch Agarose-Gelelektrophorese konnte 
die Identität der Plasmide verifiziert werden. Zur Klonierung der pIRES-DsRed-Tau 
Plasmide für die einzelnen Tau-Isoformen war es notwendig die Tau-Isoform cDNA aus dem 
jeweiligen prk172-Tau Vektor auszuschneiden und in den pIRES-DsRed Vektor einzufügen. 
Durch einen XbaI/BclI Verdau (3 h bei 37
 o
C) der prk172-Tau-Plasmide konnte die jeweilige 
Sequenz der Tau-Isoform (1050-1320 bp) herausgeschnitten und mittels Agarose-Gelelektro-
phorese aufgetrennt (Abb. 5 B) und extrahiert werden (Qiaquick Gel Extraction Kit).   
Der pIRES-DsRed Empfängervektor wurde durch den NheI/BamHI Verdau (3 h bei 37
 o
C) 
geöffnet, mit alkalischer Phosphatase behandelt und der linearisierte Vektor mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt, um das herausgeschnittene Fragment von 86bp vom Vektor 
abzutrennen (Abb. 5 C). Die anschließende Ligation der Tau-Isoform-kodierenden 
Sequenzen (je 5µl) mit dem linearisierten pIRES-DsRed Vektor (je 100 ng) erfolgte mit der 
T4-Ligase bei Raumtemperatur für 90 Minuten. 4 µl des Ligationsansatzes wurden in 
kompetente DH5α-Zellen transformiert und auf LB-Platten mit Kanamycin ausplattiert. 
Jeweils 3 Kolonien wurden in 10 ml LB-Medium mit Kanamycin angeimpft und das Plasmid 
wurde mittels eines Minipreps isoliert. Die richtige Integration der Tau-Isoform-Sequenz in 
das pIRES-DsRed-Plasmid wurde durch einen PstI/NdeI-Verdau (3 h bei 37
 o
C) und 
zusätzlich durch Sequenzierung verifiziert (Abb. 5 D). 
Die anderen Tau-Isoformen, die in den pIRES-DsRed Vektor einkloniert wurden, sind in der 
folgenden Tabelle dargestellt: 
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Ndel/PstI Fragmente in bp 
0N/3R (ht44) M. Holzer, Leipzig 1098 3904, 1434, 558, 397 
0N/4R (ht46) M. Holzer, Leipzig 1191 3904, 1527, 558, 397 
0N/4R + ΔK280 (ht46K) M. Holzer, Leipzig 1188 3904, 1524, 558, 397 
1N/3R (ht43) M. Holzer, Leipzig 1185 3904, 1434, 498, 397, 147 
1N/4R (ht39) M. Goedert, Cambridge 1278 3904, 1527, 498, 397, 147 
2N/3R (ht37) M. Holzer, Leipzig 1272 3904, 1434, 585, 397, 147 
2N/4R (ht40) M. Goedert, Cambridge 1365 3904, 1527, 585, 397, 147 
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Abb. 5  A. Struktur des pIRES2DsRed-Express2 Vektors (Quelle: www. clonetech.com).  B. Verdau 
der prk172-ht-Plasmide aus SCS110 E.coli mit den Restriktionsendonukleasen Xbal/BclI und 
Auftrennung mittels Agarose-Gelelektrophorese. C. Verdau von pIRES2 DsRed-Express2 mit den 
Restriktionsendonukleasen NheI/BamHI und Auftrennung mittels Agarose-Gelelektrophorese. D. 
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2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Um zu prüfen, ob die DNA-Fragmente die richtige Größe haben und sie zu extrahieren, 
wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. Auf Agarosegelen unterschiedlicher 
Konzentration können DNA-Moleküle im Bereich von 100-50.000 bp getrennt und 
identifiziert werden. Die Nachweisgrenze mit Ethidiumbromid liegt bei 1 ng DNA. 
Das Agarosegel wurde aus einer 1%igen Agaroselösung hergestellt. Dazu wurde 1 g Agarose 
in 100 ml TAE-Puffer (1x) durch Kochen in der Mikrowelle gelöst.  
TAE-Puffer (1x): 50 ml TAE-Puffer (50x) in 2,5 Liter Aqua dest auflösen 
TAE-Puffer (50x): 484,4 g Tris + 74,4 g 50 mM  EDTA + 114 ml Essigsäure; pH=8,5 
Das Gel wurde bis auf ca. 50
o
C abgekühlt, in die Gelkammer gegossen und der Kamm wurde 
in das noch flüssige Gel eingesetzt. Nachdem das Gel erstarrt war, wurde es vollständig mit 
TAE-Puffer bedeckt. Danach wurde der Gelkamm vorsichtig entfernt, so dass die Geltaschen 
mit Elektrophoresepuffer gefüllt wurden. Anschließend konnten 5 μl Größenmarker 
(SmartLadder 200 Lanes, Eurogentec, Belgien) in eine dieser Geltaschen pipettiert werden. 
Gleichzeitig wurden 10 μl von jeder der 9 Proben in einem Eppendorf-Gefäß mit 1,5 μl 
Gelladungspuffer gemischt und in die restlichen Geltaschen pipettiert. 
Die Gelkammer an die Spannungsquelle angeschlossen. Es wurde beachtet, dass die 
maximale Spannung von 7 V/ cm Elektrodenabstand, in diesem Fall 100 V, nicht 
überschritten wurde. Das Gel wurde so lange laufen gelassen, bis die blaue Bande des 
Bromphenolblaus fast das Ende des Agarosegels erreicht hatte. 
Danach wurde die DNA durch Inkubation des Gels für 10 Minuten in Ethidiumbromid 
angefärbt. Nach Bindung an die DNA ändert Ethidiumbromid sein Adsorptionsspektrum. 
Durch Beleuchtung mit UV-Licht (350 nm) konnten die DNA der PCR-Produkte dargestellt 
werden. Anschließend wurden die DNA-Banden mit einer Kamera (Biostep, Jahnsdorf) auf 
einem UV-Transilluminator fotografiert.  
2.6.3 Gelextraktion der verschiedenen Tau-Isoform-Sequenzen 
Die verschiedenen Isoformen wurden anhand ihrer Größe identifiziert, ihre Banden wurden 
unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in 1,5 ml Reaktions-
gefäße überführt. Zur DNA-Extraktion wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 
USA) nach der Anleitung des Herstellers benutzt. Die Reaktionsgefäße mit den Proben 
wurden gewogen und das Gewicht eines leeren Reaktionsgefäßes wurde jeweils subtrahiert 
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um das Gewicht jedes DNA-Agarose-Stückchens zu ermitteln (in mg). Einem Gewicht von   
1 mg entsprach dabei 1µl Ausgangsvolumen. Das 3fache Ausgangsvolumen an QG-Puffer 
wurde zu jeder Probe gegeben und die Reaktionsgefäße wurden 10 Minuten bei 50°C 
inkubiert. Anschließend wurde das Ausgangsvolumen an Isopropanol zu jeder Probe gegeben 
und diese wurden bis zur Auflösung des Gels geschüttelt. Die Proben wurden danach je auf 
eine Qiaquick-Säule gegeben (max. 800 µl auf einmal) und 1 Minute bei 13.000 g 
abzentrifugiert. Agarosereste wurden mit nochmaliger Zugabe von 500 µl QG-Puffer 
aufgelöst. Die Qiaquick-Membran wurde anschließend mit 750 µl PE-Puffer gewaschen und 
zweimal 1 Minute zentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgte in je ein neues 1,5 ml 
Eppendorf-Gefäß  mit 30 μl EB-Puffer. 
2.6.4 Herstellung chemisch kompetenter E.coli Zellen 
Chemisch kompetente Zellen sind in der Lage DNA aufzunehmen, d. h. transformiert zu 
werden. Dies kann durch Behandlung mit z. B. Magnesiumchlorid erreicht werden. Durch 
einen Überschuss an Magnesium-Ionen wird die Permeabilität der Zellmembran erhöht und 
gleichzeitig die Aufnahmefähigkeit der Zellen für Fremd-DNA gesteigert. 
Für die Herstellung kompetenter E.coli Zellen wurden Zellen einer schon vorhandenen 
Anfangskultur (E.coli Zellen, Stamm SCS110, Mach-1, JM-109) mit SOB-Medium gemischt, 
so dass 100 ml einer Starterkultur mit einer optischen Dichte (OD600) von 0,2 erreicht wurde 
(gemessen an einem Spektralphotometer Genequant, Amersham).  
SOB-Medium: 20 g Pepton (Bacto-Tryptone) + 5 g Hefeextrakt (Bacto-Yeast Extract) + 0,5 g 
NaCl + 12,5 ml 1M KCl + mit Aqua dest bis auf 1 Liter auffüllen. 
Zur Herstellung kompetenter E.coli Zellen wurden zu 500 ml SOB-Medium 5 ml 1M MgSO4 
und 5 ml 1M MgCl2 hinzugegeben. 
Anschließend wurden die E.coli Zellen bei Raumtemperatur (~22
o
C) geschüttelt bis eine 
optische Dichte OD600 von 0,6 - 0,8 erreicht wurde. Die 100 ml Zellensuspension wurden auf 
zwei 50 ml Falcon-Röhrchen verteilt. Diese wurden 10 Minuten auf Eis inkubiert und 
anschließend 15 Minuten bei 5500 g und 4
o
C pelletiert (Sigma Zentrifuge). Die daraus 
entstehenden Pellets wurden in je 16,67 ml eiskalte TB-Lösung (10 mM PIPES pH 6.7,       
250 mM KCl, 55 mM NaCl, 15 mM CaCl2) resuspendiert, 10 Minuten auf Eis gehalten und 
dann 15 Minuten bei 5500 g und 4
o
C zentrifugiert. Im nächsten Schritt wurden 2,29 ml TB-
Lösung zu jedem Röhrchen gegeben, der Inhalt wurde resuspendiert. Anschließend wurden 
noch 373 µl DTB-Lösung (2 ml DTB-Lösung = 1 ml DMSO + 1 ml TB) je Röhrchen 
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dazugegeben und geschüttelt. Es wurden je 200 µl Zellen in 1,5 ml Eppendorf-Gefäße 
aliquotiert. Diese wurden auf flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80
o
C gelagert. 
2.6.5 Chemische Transformation kompetenter E. coli Zellen 
Die tiefgefrorenen kompetenten E.coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut und vorsichtig 
resuspendiert. Danach wurden 100 µl Zellen mit 0,5 µl entsprechender DNA vorsichtig 
gemischt und 15 Minuten auf Eis belassen. Die Ansätze wurden dann genau 45 Sekunden 
ohne Schütteln bei 42
o
C im Wasserbad inkubiert und anschließend wieder 5 Minuten auf Eis 
gestellt. Es wurden 500 µl SOC-Medium (SOB-Medium + 20 mM Glukose) zu jedem Ansatz 
gegeben und diese wurden danach eine Stunde bei 37
o
C unter Schütteln (600 U/min) 
inkubiert. Von jedem DNA-Ansatz wurden anschließend 50 µl auf LB-Antibiotikum-Platten 
(Kanamicin für pIRES-DsRed) mit einer sterilen Drigalski-Spatel ausplattiert. Der Rest 
wurde bei 4200 g für 2 Minuten zentrifugiert, 450 µl vom Überstand abgesaugt und die 
übrigen 50 µl wurden resuspendiert und ausplattiert. Somit wurde eine 10fache Zell-
konzentration erreicht. Die Platten wurden bei 37
o
C über Nacht inkubiert. 
2.6.6 Animpfen 
Es wurden 15 ml LB-Medium mit 15 µl Antibiotikum (30 mg/ml Kanamicin-Stammlösung 
für pIRESDsRed) gemischt und auf Erlenmeyerkölbchen verteilt. Anschließend wurden die 
auf den Agarplatten gewachsenen Kolonien je mit einer sterilen Spitze angepickt und jede 
Spitze wurde in ein Kölbchen fallen lassen. Die Proben wurden bei 37°C im Wasserbad über 
Nacht geschüttelt. 
2.6.7 Plasmid-DNA Purifikation aus 15ml Medium („Miniprep”) 
Die Isolation der Plasmid-DNA aus Übernachtkulturen erfolgte mit dem Miniprep-Kit 
(Miniprep, QIAprep® Miniprep, Qiagen, USA). Die Proben wurden aus den Kölbchen in 
Falcon-Röhrchen (je 15 ml) überführt. Sie wurden anschließend 10 Minuten bei 4000 g und 
21°C zentrifugiert. Die Pellets wurden je in 500 µl P1-Puffer resuspendiert und je in ein 2 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Zu jeder Probe wurden danach 500 µl P2-Puffer  gegeben, die 
Proben wurden durch invertieren gemischt. Im nächsten Schritt wurden 750 µl N3-Puffer 
dazu gegeben und die Reaktionsgefäße wurden durch Invertieren bis zum Trübwerden der 
Lösungen gemischt. Nach der Zentrifugation für 10 Minuten bei 13000 g und 21°C wurden 
die Überstände auf je eine QIAprep-Säule gegeben (max. 750 µl auf einmal) und für            
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60 Sekunden bei 13000 g zentrifugiert. Das Filtrat wurde abgegossen, es wurden 750 µl PE-
Puffer zu der Säule gegeben und es wurde erneut 30-60 Sekunden bei 13000 g zentrifugiert. 
Das Filtrat wurde wieder abgegossen und erneut mit 250 µl PE-Puffer gespült und 30-60 
Sekunden zentrifugiert. Die Säulen wurden in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße gesteckt und die 
gebundene Plasmid-DNA mit je 50 µl EB-Puffer eluiert. Um die DNA-Ausbeute zu erhöhen 
wurden die Säulen für 1 Minute mit dem EB-Puffer inkubiert und erst danach 1 Minute bei 
13000 g zentrifugiert. Anschließend wurde die extrahierte DNA-Menge gemessen 
(Nanodrop, Peqlab). 
2.6.8 Schneiden mit Restriktionsendonukleasen 
Um zu prüfen, ob die richtige DNA vermehrt und gereinigt wurde, wurde diese mit 
passenden Restriktionsendonukleasen geschnitten. In 50 µl Reaktionsgefäßen wurden jeweils 
0,5 µg der DNA-Proben mit 2 µl Restriktionspuffer und 1 µl Enzymstammlösung gemischt 
und auf 20 µl Reaktionsvolumen mit Wasser aufgefüllt. Die Reaktionsgefäße wurden 
anschließend 1-2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Restriktionsfragmente wurden mit Hilfe 
der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.6.2). Durch Vergleich mit 
einem Größenmarker wurde die Länge der Fragmente ermittelt und mit den theoretischen 
Werten verglichen, welche aus der bekannten Plasmidsequenz mit dem Programm Clone 
Manager berechten wurden. 
2.6.9 Plasmidpräparation aus 100 ml Medium („Midiprep“) 
Die Aufreinigung der Plasmid-DNA aus 100 ml Medium erfolgte mit dem NucleoBond® 
Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel, Düren) nach dem Herstellerprotokoll. Die Bakterien-
suspension wurde in 50 ml Falcon-Röhrchen abgefüllt und 10 Minuten bei 6000 g und 4°C 
zentrifugiert. Jedes Zellpellet wurde dann in 8 ml RES+RNAseA-Puffer vollständig 
resuspendiert. Dazu wurden 8 ml LYS-Puffer gegeben, vorsichtig durch invertieren gemischt 
und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischenzeitlich wurde die NucleoBond-Säule 
mit 12 ml EQU-Puffer äquilibriert. Zu der Plasmidlösung wurden 8 ml NEU-Puffer gegeben 
und es wurde durch mehrmaliges invertieren gemischt. Sie wurde anschließend auf den 
NucleoBond-Filter gegossen. Nachdem die ganze Plasmidlösung durch das Filter gelaufen 
war, wurde dieses mit 5 ml EQU-Puffer gewaschen. Das Filter wurde danach aus der Säule 
entfernt und diese wurde mit 8 ml WASH-Puffer gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde mit   
5 ml ELU-Puffer eluiert und durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol präzipitiert. Die Lösung 
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wurde anschließend 30 Minuten bei 10000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
dekantiert und das DNA-Pellet wurde in 2 ml 70%igen Ethanol gewaschen. Es wurde 
nochmals 5 Minuten bei 10000 g und 4°C zentrifugiert, das Ethanol wurde vollständig mit 
einer Pipette entfernt, das DNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur luftgetrocknet und in 
deionisiertes steriles Wasser gelöst. 
Anschließend wurde die DNA-Menge gemessen, die DNA-Proben wurden erneut mit EcoR1 
geschnitten und es wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese geprüft, ob die richtigen 
Produkte purifiziert wurden. 
2.6.10 Transfektion von N2A-Zellen mit pIRESRed-Tau  
Für die in vitro Expression der verschiedenen Tau-Isoformen wurden N2A-Zellen gewählt. 
Wegen ihrer Herkunft aus einem neuroendokrinen Tumor des sympathischen Nervensystems 
der Maus (N2A-Zellen = Maus Neuroblastoma Zellen) können diese Zellen unter geeigneten 
Bedingungen eine Nervenzell-ähnliche Morphologie entwickeln.  
Vor der Transfektion wurde eine konfluente Kultur von N2A-Zellen geteilt und bis zur 
Aussaat für die Transfektion in 75 cm
2
 Zellkulturflaschen aufgezogen. Dazu wurde das 
Medium abgesaugt und dreimal mit PBS gespült. Danach wurden 3 ml Trypsin-Lösung dazu 
gegeben und es wurde gewartet bis der Überstand trüb wurde, d. h. bis die Zellen sich von der 
Flasche abgelöst hatten. Es wurden dann 5 ml DMEM/HAM F-12 Medium (Biochrom, 
Berlin) mit 10% FKS (Biochrom, Berlin) dazu gegeben, die Lösung wurde in ein 14 ml 
Falcon-Röhrchen pipettiert und 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Der Überstand bis auf ca.  
1 ml wurde abgesaugt und die Zellen wurden durch Antippen vorsichtig resuspendiert. Zu 
dem Falcon-Röhrchen wurden 5 ml Medium und zu zwei 75 cm
2
 Zellkulturflaschen je 10 ml 
DMEM/HAM F-12 Medium mit 10% FKS gegeben. In die erste Flasche wurden 2 ml und in 
die zweiten 1 ml Zelllösung gegeben, so dass man zwei unterschiedlichen Zelldichten 
erreichte (1:3 und 1:6). 
Zwei Tage später wurden die Zellen erneut geteilt und für die Transfektion in einer             
24-Kavitäten-Zellkulturplatte mit einer Konfluenz von 70% ausgesät. Am folgenden Tag 
wurde mit dem pIRES-DsRed-Tau Plasmid für die jeweilige Tau-Isoform transfiziert. 
Für die Transfektion wurde DMEM/ HAM„s F-12 Medium ohne Serumzusatz verwendet. 
Es wurden dann in neun 1,5 ml Eppendorf-Gefäße 9 Ansätze angelegt: 
Ansatz 1: 100 µl Medium + 2 µg pIRES-DsRed (Kontrolle) 
Ansätze 2 bis 8: 100 µl Medium + 2 µg pIRES-DsRed-Tau-Isoform 
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Ansatz 9: 8 x 50 µl Medium + 8 x 2 µl Lipofectamine
TM
 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) 
Die Ansätze wurden anschließend vorsichtig durch Invertieren gemischt und 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es wurden dann je 50 µl von Ansatz 9 zu den Proben 1 bis 8 
gegeben und nochmals 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Das alte Medium wurde von den Zellkultur-Platten abgesaugt und zu neuem Medium 
(DMEM/HAM„s F-12 mit 2% FKS) wurden 100 µl von jedem Transfektionsmix in jeweils 
eine Kavität gegeben. Nach 24 Stunden wurde das Medium gegen DMEM/ HAM„s F-12 mit 
2% FKS ausgetauscht. Nach 2 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank 
wurden die N2A-Zellen mit 10facher Vergrößerung an einem Axiophot-Mikroskop (Carl 
Zeiss Microimaging, Jena) fotografiert. Es wurde eine Aufnahme für die rote Fluoreszenz des 
DsRed mit einer DIC-Aufnahme kombiniert. 
2.6.11 Rekonstruktion der transfizierten N2A-Zellen  
Die Aufnahmen der transfizierten N2A-Zellen wurden der Autorin von Dr. Max Holzer zur 
Verfügung gestellt. In dem Programm Neurolocida wurden anhand dieser Aufnahmen 
transfizierte, rot leuchtende Zellen rekonstruiert, die alleinstehend waren, sich zu zweit oder 
am Rand eines Haufens befanden und gut abgrenzbare Fortsätzen hatten. In der folgenden 
Tabelle ist aufgeführt wieviele Zellen und Fortsätze je Tau-Isoform rekonstruiert wurden: 
Isoform Anzahl Zellen Anzahl Fortsätze 
0N/3R 183 716 
0N/4R 224 650 
0N/4R + FTDP17-Mutation 215 766 
1N/3R 200 825 
1N/4R 210 738 
2N/3R 211 872 
2N/4R 199 793 
Kontrolle pIRES-DsRed 145 402 
 
Für die Auswertung wurden folgende Datensätze aus NeuroExplorer in Excel exportiert: 
- Anzahl Fortsätze je Zelle 
- Gesamtlänge aller Fortsätze je Zelle 
- Länge jedes Fortsatzes 
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2.7 Statistische Auswertung 
Soweit nicht anders angegeben, wurden für jeden Parameter Mittelwert und Standardfehler 
berechnet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit für den Vergleich zweier Mittelwerte wurde mit 
dem t-Test nach Student (1908) berechnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Bei der 
Analyse der Fortsatzlängen zwischen zwei Kugelschalen wurde zusätzlich eine einfaktorielle 
Varianzanalyse mit Messwiederholung (MANOVA), gefolgt von einem Intersubjektvergleich 
nach Cole eingesetzt. 
Die statistische Analyse der erhobenen Daten von N2A-Zellen wurde von Dr. Torsten 
Bullmann in dem Statistikprogramm R (R Foundation for Statistical Computation Version 
2.11.1) durchgeführt. Es wurde ein paarweiser Vergleich zwischen den Proben mit Pearson‟s 







3.1 Thalamokorticale Projektionen 
Die korrekte Wegfindung von thalamokortikalen Axonen ist entscheidend für die Ausbildung 
der mit den Vibrissen korrespondierenden Tönnchen (barrels) im somatosensorischen Kortex. 
Zur Darstellung dieser Strukturen wurden 40 µm dicke tangentiale Gehirnschnitte von 4 
Mäusen je Genotyp nach Nissl gefärbt. Die typische Barrel-Konfiguration konnte sowohl bei 
den Tau-wildtyp als auch bei den Tau-knockout Mäusen dargestellt werden (Abb. 6). 
Abb. 6 Die axonale Wegfindung wird von Tau nicht beeinflusst. A-C. Jedes Barthaar hat eine 
festgelegte somototopische Projektion auf der somatosensorischen Kortexüberfläche. D-H.  Die 
Barrel-Konfiguration für die 0N/3R Tau Isoform. Eingänge vom Thalamus, die Information von 
einem gewissen Barthaar tragen, enden in diskreten Arealen der Schicht IV. Dort entstehen Barrels 
(gelb), die von Septen (blau) getrennt werden. Gestörte Eingänge zum Thalamus führen zur Atrophie 
des entsprechenden Barrels. I. Nissl-Färbung eines 40 μm dicken tangentiellen Schnittes durch den 
Kortex einer Tau-wildtyp Maus zeigt die typische Barrel-Konfiguration. J.  Eine Sektion durch das 
somatosensorische Kortex einer Tau-knockout Maus zeigt keine Änderung des Barrel-Musters und 
bestätigt damit, dass das Fehlen von Tau keinen Effekt auf die axonale Wegfindung hat. Bilder A-H 
mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. T. Bullmann 
3.2 Komplexität der Dendriten von CA1-Pyramidenzellen 
Zur Darstellung der Pyramidenzellen der CA1-Region und ihrer Fortsätze wurde die 
Versilberung nach Golgi verwendet. In Abb. 4 A sind mehrere Pyramidenzellen von einer 
Tau-wildtyp Maus zu sehen, welche mit dem 63x Öl-Immersionsobjektiv aufgenommen 
wurden. Die Zellen besitzen typischerweise einen kleinen pyramidenförmigen Zellkörper, 
mehrere kurze, dichotom verzweigte basale Dendriten und einen einzigen Apikaldendrit, der 




Diese zeigen ihrerseits Verzweigungen, welche im distalen Anteil in den apical tuft (deutsch: 
apikales Büschel) ausfächern. 
Um den Unterschied zwischen Pyramidenzellen der CA1-Region von Tau-wildtyp und Tau-
knockout Mäusen hinsichtlich der Gesamtlänge, der dreidimensionalen Komplexität und des 
Verzweigungsgrades der Fortsätze zu untersuchen, wurde die Sholl-Analyse verwendet. 
Diese wurde an dreidimensionalen Zellenrekonstruktionen (siehe Abb. 4 B) durchgeführt. Es 
wurden 15 Zellen je Genotyp von 8 Tau-knockout bzw. 9 Tau-wildtyp Mäusen rekonstruiert. 
Apikaldendriten 
Die Länge der Fortsätze wurde getrennt nach Genotyp durch das Addieren der Länge aller 
Fortsätze in einer Sholl-Schale berechnet. Dazu wurden die Mittelwerte je Sholl-Schale 
gebildet. Es zeigte sich, dass die Apikaldendriten der CA1-Pyramidenzellen von Tau-wildtyp 
Mäusen tendenziell länger sind als die der Tau-knockout Mäuse. Die größten Unterschiede 
wurden in den 75-125 µm und 225-250 µm Schalen festgestellt. Mit steigendem Abstand 
vom Zellkörper zeigte sich eine Zunahme der Fortsatzlänge bis zu einem Maximum, der um 
die 100 µm-Schale lag. Danach nahm die Länge schrittweise ab und stieg wieder im apical 
tuft an (Abb. 7 A). Anschließend wurde die Gesamtlänge aller Fortsätze aus allen Sholl-
Schalen je Genotyp berechnet (Abb. 7 B, C). Es zeigten sich signifikante Unterschiede 
zugunsten von Tau-wildtyp Mäusen sowohl in dem proximalen Anteil der Apikaldendriten 
(0-225 µm; p= 0,007) als auch in dem distalen Anteil (250-300 µm; apical tuft) (p=0,041). 
Der Verzweigungsgrad wurde sowohl anhand der Anzahl der Fortsatzenden und der Knoten 
je Kugelschale als auch der Kreuzungspunkte der Fortsätze mit den Kugelschalen dargestellt. 
Die Anzahl der Dendritenenden war bei den CA1-Pyramidenzellen der Tau-wildtyp Mäuse 
höher als bei den Tau-knockout Mäusen mit einem hochsignifikantem Unterschied für die   
75 µm- (p=0,007) und 250 µm-Schalen (p=0,008) (Abb. 8 A). Die Gesamtzahl der Knoten 
lag bei den Tau-wildtyp Mäusen ebenfalls höher als bei den Tau-knockout Tieren, mit 
signifikanten Unterschieden in den 75 µm- (p=0,015) und 275 µm-Schalen (p=0,014)      
(Abb. 8 B). Die Untersuchung der Kreuzungspunkte (Abb. 8 C) zeigte dieselbe Tendenz wie 
bei den ersten zwei Parametern mit einem großen, fast signifikanten Unterschied für die    
100 µm-Schale (p=0,063) und einem deutlich signifikanten Unterschied in der 275 µm-
Schale (p=0,014). 
Für alle drei Parameter zeigte sich also insgesamt ein deutlicher Einfluss des Tau-Proteins, 
welcher mit steigendem Abstand vom Zellkörper zunimmt und um die 100 µm-Schale 




Tendenz bis zu der 225 µm-Schale und anschließend eine leichte Steigerung in den 250 µm- 
und 275 µm-Schalen, welche dem apical tuft entsprechen. 
Basaldendriten 
Dieselben Parameter wie für die Apikaldendriten wurden auch für die Basaldendriten 
analysiert. In diesem Fall zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen Tau-
wildtyp und Tau-knockout Mäusen (Abb. 7 D, E). Einzig in der 125 µm-Schale schienen die 
Tau-knockout Pyramidenzellen längere Fortsätze (p=0,01) und mehr Kreuzungspunkte 
(p=0,001) mit den Sholl-Schalen zu besitzen (Abb. 7 D, 8 F). 
Abb. 7  Das Tau-Protein reguliert die Länge der Dendritenbäume von Pyramidenzellen. A. Die 
Sholl-Analyse zeigt, dass die Apikaldendriten der Tau-KO Mäuse insgesamt kürzer sind als die der 
Tau-WT Mäuse (MANOVA: p=0,017). B. Die Gesamtlänge aller proximalen Apikaldendriten ist bei 
Tau-KO Mäusen kleiner als bei Tau-WT Mäusen (p=0,007). C. Die distalen Apikaldendriten (apical 
tuft) der Tau-KO Mäuse sind ebenfalls kürzer (p=0,04). D. Bei den Basaldendriten besteht insgesamt 
kein wesentlicher Unterschied (MANOVA: p=0,289). Nur in der 125µm-Schale haben die Tau-KO 
Zellen etwas längere Fortsätze (p=0,01) E. Die Gesamtlänge der Basaldendriten unterscheidet sich 
nicht zwischen Tau-KO und Tau-WT Mäusen (p=0,22). Legende: Dargestellt sind Mittelwert ± 
Standardfehler von 15 Zellen je Genotyp von 8 Tau-KO bzw. 9 Tau-WT Mäusen. Für die Sholl-
Anyalse wurden nur Kugelschalen mit mindestens 3 Dendriten dargestellt. Für die kumulative 
Darstellung wurden Apikaldendriten in einen proximalen (Kugelschalen 0-225 µm) und distalen 
Anteil (apical tuft, Kugelschalen 250-300 µm) zerlegt. Statistik: Die Irrtumswahrscheinlichkeit für 
den Vergleich zweier Mittelwerte (B, C, E) wurde mit dem t-Test nach Student berechnet (*p<0,05;      
**p<0,01). Bei der Sholl-Analyse (A, D) wurde mittels einfaktorieller MANOVA die Irrtums-






Abb. 8   Das Tau-Protein reguliert die Verzweigung der Dendritenbäume von Pyramidenzellen.        
A. Die Anzahl der Fortsatzenden der Apikaldendriten ist bei den CA1-Pyramidenzellen der Tau-WT 
Mäuse höher als bei den Tau-KO Mäusen mit hochsignifikanten Unterschieden für die 75 µm- 
(p=0,007) und 250 µm-Schalen (p=0,008). B. Die Gesamtzahl der Knoten liegt bei den Tau-WT 
Mäusen ebenfalls höher als bei Tau-KO Tieren, mit signifikanten Unterschieden in den 75 µm 
(p=0,015) und 275 µm-Schalen (p=0,014). C. Für die Kreuzungspunkte gibt es zugunsten der Tau-
WT Mäuse ein fast signifikanter Unterschied in der 100 µm-Schale (p=0,063) und ein deutlich 
signifikanter Unterschied in der 275 µm-Schale (p=0,014). D-F. Für die Basaldendriten zeigten sich 
mit Ausnahme der Anzahl der Kreuzungspunkte in der 125 μm-Schale (p= 0,001) keine signifikanten 
Unterschiede. Legende: Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler von 15 Zellen je Genotyp von 8 
Tau-KO bzw. 9 Tau-WT Mäusen. Für die Sholl-Anyalse wurden nur Kugelschalen mit mindestens 3 
Dendriten dargestellt. Statistik: Die Irrtumswahrscheinlichkeit für die Intersubjektvergleiche erfolgte 





3.3 Adulte Neurogenese im Hippocampus 
Neuronale Vorläuferzellen  
Zur Darstellung neuronaler Vorläuferzellen wurde bei Mäusen beider Genotypen im Alter 
von 6 Monaten eine Immunperoxidasemarkierung für Doublecortin (DCX) durchgeführt. 
Doublecortin wird in den vier Wochen nach der Neubildung der Nervenzellen exprimiert, mit 
einem Maximum nach 7 Tagen (Brown et al., 2003). Die noch unreifen Nervenzellen weisen 
dabei im Zellkörper und in ihren Fortsätzen das Mikrotubuli-bindende Protein Doublecortin 
auf (Abb. 9 A, B, C). Zwischen den zwei Genotypen zeigte sich kein signifikanter 
Unterschied in der Anzahl der markierten Zellen (p=0,34).  
Neugebildete Zellen  
Zur Untersuchung der Proliferationsrate wurden Mäuse beider Genotypen im Alter von         
6 Monaten einmalig mit 8-Bromodesoxyuridin (BrdU) intraperitoneal injiziert und nach       
24 Stunden perfusionsfixiert. Da die Halbwertszeit von BrdU im Körper einer Maus nur etwa 
8 Stunden beträgt zeigt die Immunmarkierung für BrdU jene Zellkerne, die innerhalb eines 
Tages DNA repliziert haben. Das sind sowohl Stammzellen, aber vor allem postmitotische 
Zellen, in denen sich BrdU nicht wieder durch Zellteilungen verdünnt. Die Zahl 
neugebildeter Zellen unterschied sich für Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäuse nicht 






Abb. 9  Tau beeinflusst die Neurogenese nicht. A, B. Die Doublecortin-Färbung zeigt neugebildete 
Nervenzellen mit ihren Fortsätzen im Gyrus dentatus einer Maus im Alter von 6 Monaten.  C. Die 
Gesamtzahl der DCX-positven Zellen unterschied sich nicht signifikant zwischen Tau-KO und Tau-
WT Mäusen (p=0,34). D, E. Die BrdU-Färbung zeigt neugebildete Zellen im Gyrus dentatus einer 
Maus im Alter von 6 Monaten. F. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied  (p=0,55) in 
der Gesamtzahl der BrdU-positiven Zellen zwischen Tau-KO und Tau-WT Mäusen. Legende: Die 
Irrtumswahrscheinlichkeit für den Vergleich zweier Mittelwerte (C, F) wurde mit dem t-Test nach 





3.4 Volumen des Hippocampus 
Gesamtvolumen 
Es wurde untersucht, ob angesichts der Unterschiede in Länge und Verzweigungsgrad der 
CA1-Pyramidenzellen zwischen Tau-knockout und Tau-wildtyp Tieren auch ein Unterschied 
in dem Hippocampus-Volumen besteht. Zur Darstellung des Hippocampus wurde eine Nissl-
Färbung durchgeführt (Abb. 10 A). Es wurden 3 Mäuse per Genotyp verwendet und je Tier 
wurde der sich über 8 Schnitten erstreckende Hippocampus mittels stereologischer Methoden 
vermessen. Das Volumen wurde für jedes Tier nach dem Prinzip von Cavalieri aus den 
Querschnittsflächen berechnet. Es wurde ein Mittelwert je Genotyp gebildet. Es zeigte sich 
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen (p=0,68) (Abb. 10 B, C). 
Volumen des Gyrus dentatus 
Zur genauer Darstellung und Abgrenzung des Gyrus dentatus wurde eine Immunperoxidase-
markierung für Calbindin durchgeführt (Abb. 10 D). Calbindin wird in den Zellkörpern und 
Dendriten adulter Körnerzellen exprimiert. Deren Ausdehnung definiert den Gyrus dentatus. 
Das Volumen wurde mit derselben Methode wie das Hippocampusvolumen berechnet und es 
zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zwischen Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäusen 







Abb. 10   Das Fehlen von Tau hat keinen Effekt auf das Hippocampusvolumen. A. Nissl-Färbung 
eines Gehirnschnittes mit gelb dargestelltem Hippocampus. B, E. Die Darstellung der einzelnen 
Querschnitte zeigte, dass der Hippocampusquerschnitt bzw. der des Gyrus dentatus von rostral nach 
kaudal zunimmt und dass sich die Werten von Tau- KO bzw. -WT Mäusen nur gering unterscheiden. 
C, F. Die Volumina des Hippocampus bzw. des Gyrus dentatus unterschieden sich nicht signifikant 
zwischen Tau-KO und Tau-WT Mäusen (p=0,68, bzw. p=0,28). D. Calbindin-Färbung eines 
Gehirnschnittes mit gelb dargestelltem Gyrus dentatus. Legende: Es wurden 3 Mäuse je Genotyp 
untersucht und je Tier 7 bis 9 Schnitte ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwert und zugehörige 
Standardfehler. Die Irrtumswahrscheinlichkeit für den Vergleich zweier Mittelwerte (C, F) wurde mit 






Da das Hippocampusvolumen und besonders das Volumen des Gyrus dentatus trotz 
geringerer Verzweigung der Apikaldendriten unverändert blieben, wurde vermutet, dass die 
Astroglia kompensatorisch mehr Volumen einnimmt. Die Stärke der Immunperoxidase-
markierung für GFAP (glial fibrillary acidic protein), welches in Astroglia exprimiert wird, 
wurde im Hippocampus und Gyrus dentatus von 5 Tau-knockout Mäusen im Vergleich zu     
5 Tau-wildtyp Mäusen anhand von mikroskopischen Aufnahmen mit 10-, 50- und 100facher 




Abb. 11   Das Fehlen von Tau induziert keine kompensatorische Gliose.  Die Immunhistochemie 
für GFAP zeigte keinen sichtbaren Unterschied in der Gliadichte in der CA1-Region des 
Hippocampus (B, E) und im Gyrus dentatus (C, F) zwischen Tau-KO und Tau-WT Mäusen. 
Legende: Es wurden 5 Mäuse je Genotyp untersucht. Aufnahmen mit 10- (A, D), 50- (B, E) und 100-






Mit Hilfe der Immunperoxidasemarkierung für Synaptopodin, VGAT (Vesicular GABA 
Transporter) und Synaptophysin wurden die Anzahl der Spines, der GABAergen Synapsen, 
sowie die Gesamtanzahl aller Synapsen bei 5 Mäusen je Genotyp untersucht. Dabei wurde 
sowohl die Anzahl der immunmarkierten Profile gezählt, als auch die Intensität der 
Markierung densitometrisch bestimmt. 
Zahl der immunreaktiven Profile 
Die Zählung der Synaptopodin-immunreaktiven Profile zeigte keine signifikanten 
Unterschiede für die Anzahl der Spines zwischen Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäusen 
innerhalb der einzelnen Schichten (Abb. 12 A, B). Allerdings gab es Unterschiede zwischen 
den Schichten: die wenigsten immunreaktiven Profile zeigten sich im Stratum pyramidale, 
welches der Zellkörperschicht entspricht, und die meisten im Stratum radiatum und Stratum 
lacunosum-moleculare, wo sich die Apikaldendriten bzw. das apical tuft befinden. Dies 
spricht für eine reduzierte Anzahl exzitatorischer Eingänge in die Zellkörperschicht im 
Vergleich zu allen anderen Schichten, besonders Stratum lacunosum-moleculare.  
Die VGAT-Markierung zeigte keine Unterschiede in der Anzahl der GABAergen Synapsen 
zwischen den beiden Genotypen (Abb. 12 C, D). In diesem Fall befanden sich die meisten 
immunreaktiven Profile im Stratum pyramidale und Stratum lacunosum-moleculare, d. h. die 
stärkste GABA-vermittelte Inhibierung fände in diesen zwei Schichten statt.  
Für die durch die Anzahl der Synaptophysin-immunreaktiven Profile abgeschätzte 
Gesamtzahl der Synapsen zeigte sich ein fast statistisch signifikanter Unterschied zugunsten 
von Tau-knockout Mäusen im Stratum lacunosum-moleculare (p=0,059). Tendenziell zeigten 
die Tau-knockout Tiere insgesamt in allen Schichten mehr immunreaktive Profile, ein 
Hinweis dafür, dass diese Tiere in allen Schichten mehr Synapsen aufweisen (Abb. 12 E, F).  
Optische Dichte 
Die densitometrische Messung der Fluoreszenzimmunmarkierung erbrachte ähnliche 
Ergebnisse wie die Zählung immunreaktiver Profile. Innerhalb der einzelnen Schichten gab 
es nur für Synaptophysin (Gesamtzahl der Synapsen) im Stratum lacunosum-moleculare ein 
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den zwei Genotypen (p=0,018). In den anderen 
Schichten war eine Tendenz zugunsten der Tau-knockout Mäuse zu erkennen, welche jedoch 




Abb. 12   Tau hat keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Synapsen. A. Darstellung der 
Spines durch Immunperoxidasemarkierung für Synaptopodin. B. Die Zählung der Synaptopodin-
immunreaktiven Profile zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Tau-KO und       
-WT Mäusen (por=0,12; ppyr=0,3; prad= 0,18; plac-mol= 0,22). C. Darstellung der GABAergen Synapsen 
durch Immunperoxidasemarkierung für den vesikulären GABA-Transporter (VGAT). D. Die 
Gesamtzahl der VGAT-markierten Profile unterschied sich auch nicht signifikant zwischen den zwei 
Genotypen (por=0,68; ppyr=0,34; prad= 0,34; plac-mol= 0,18). E. Darstellung aller Synapsen mit der 
Immunperoxidasemarkierung für Synaptophysin. F. Die Zählung der Synaptophysin-markierten 
Profile zeigte nur im Stratum lacunosum-moleculare einen signifikanten Unterschied zwischen Tau-
WT und -KO Mäusen (plac-mol= 0,059, OD: p=0,018) Legende: Es wurden 5 Mäuse je Genotyp 
untersucht. Dargestellt ist die Profildichte als Mittelwert und dessen Standardfehler. Die 







Für 4 Mäuse je Genotyp wurde die Menge an sechs synaptischen Markern (Synaptopodin, 
VGAT, Synaptophysin, PSD-95, GAD65/67 und Gephyrin) im Hippocampus durch Western 
Blot untersucht (Abb. 13). Die Immundetektion von Synaptopodin und VGAT war am 
Western Blot nicht möglich. Für Synaptophysin, PSD-95, GAD65/67 und Gephyrin wurden 
keine signifikanten Unterschiede beobachtet (pPSD95=0,22; pGAD=0,99; pSynaptophysin=0,32; 
pGephyrin = 0,89). 
Abb. 13 Tau beeinflusst nicht die Verteilung der verschiedenen synaptischen Marker.               
A-D. Western Blots der verschiedenen synaptischen Marker (1=WT, 2=KO) von Pyramidenzellen aus 
der CA1-Region des Hippocampus. E-H. Die optische Dichte der Markierungen für die einzelnen 
synaptischen Proteine wurde auf die von β-Actin Banden bezogen. Es zeigten sich keine signifikanten 
Unterschiede zwischen beiden Genotypen. Legende: Es wurden 4 Mäuse je Genotyp untersucht. 
Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardfehler. Die Irrtumswahrscheinlichkeit für den 
Vergleich zweier Mittelwerte (E-H) wurde mit dem t-Test nach Student berechnet. 
3.7 Stabilität der Mikrotubuli 
Da Tau ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein ist, welches in vitro zur Mikrotubuli-
Stabilisierung beiträgt, wurde untersucht inwieweit sein Fehlen zur Destabiliserung von 
Mikrotubuli führt und ob andere MAPs sein Fehlen kompensieren. Die Stabilität der 
Mikrotubuli im Hippocampus wurde anhand der Immunperoxidasemarkierung für α-Tubulin 
(Gesamt-Tubulin) und Δ2-Tubulin (modifiziertes α-Tubulin in stabilen Mikrotubuli) bei 5 
Tau-knockout im Vergleich zu 5 Tau-wildtyp Mäusen untersucht. Die Einschätzung der 
Immunmarkierung erfolgte anhand 10-, 50- und 100fach vergrößerter Aufnahmen der 
gefärbten Schnitten. Es zeigten sich keine auffälligen Unterschiede zwischen den zwei 





Abb. 14  Das Fehlen von Tau beeinflusst nicht die Mikrotubulistabilität. Die Immunhistochemie 
für Alpha-Tubulin (A-F) und Delta2-Tubulin (G-L) zeigte keine grobe Unterschiede in der Verteilung 
der stabilen Mikrotubuli in der CA1-Region des Hippocampus (B, E, H, K) oder im Gyrus dentatus 







3.8 Mikrotubuli-assoziierte Proteine 
Die Verteilung Mikrotubuli-assoziierter Proteine in den Basal- und Apikaldendriten wurde 
bei den zwei Genotypen anhand von Western Blots verglichen. Es wurden statistisch 
signifikanten Unterschiede in der Verteilung von monoklonalem MAP2 (Ms), α-Tubulin, Δ2-
Tubulin, Glu-Tubulin und PolyGlu-Tubulin weder zwischen Genotypen noch zwischen den 
Basal- und Apikaldendriten innerhalb desselben Genotyps beobachtet (Abb. 15). Bei der 
Markierung mit dem polyklonalem MAP2-Antikörper (Rb) zeigte sich ein signifikanter 
Unterschied in der Verteilung der hochmolekularen Isoformen (Banden 1, 2) zwischen 
Apical- und Basaldendriten innerhalb desselben Genotyps (Bande 1: pKO=0.006, pWT=0.003; 
Bande 2: pKO=0.023, pWT=0.076). Für eine der hochmolekularen Isoformen (Bande 1) zeigte 
sich für die Apikaldendriten ein fast signifikanter Unterschied zwischen den zwei Genotypen 
zugunsten der Tau-knockout Mäusen (p=0,057). In den Basaldendriten unterschied sich die 
Menge des MAP2 allerdings nicht (p=0,65) (Abb. 15 L, M). Für die anderen MAP2-





Abb. 15  Tau beeinflusst nicht die Verteilung verschiedener Mikrotubuli-assoziierten Proteine.  
A-F. Western Blots verschiedener Mikrotubuli-assoziierten Proteinen aus den Apical- (1=KO;          
2= WT) und Basaldendriten (3=KO, 4=WT) von Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocampus.          
G-K. Die Messung der optischen Dichte der Proteinbanden und der Quotient jeweils zu der Dichte 
der β-Actin Banden zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den zwei Genotypen bzw. den 
Apikal- und Basaldendriten der CA1-Pyramidenzellen. L, M. Die Markierung mit dem MAP2-
Kanninchenantikörper zeigte einen signifikanten Unterschied in der Verteilung von MAP2 zwischen 
Apical- und Basaldendriten innerhalb desselben Genotyps (L: Bande 1: pKO=0.006, pWT=0.003; M: 
Bande 2: pKO=0.023, pWT=0.076). Für eine der hochmolekularen Isoformen (L, Bande 1) zeigte sich 
für die Apikaldendriten ein fast signifikanter Unterschied zwischen den zwei Genotypen zugunsten 
der Tau-KO Mäuse (p=0,057). Allerdings in den Basaldendriten unterscheidet sich die Menge an 
MAP-2 zwischen den zwei Genotypen nicht (p=0,65). Legende: Es wurden 3 Mäuse je Genotyp 
untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardfehler. Die Irrtumswahrscheinlichkeit für 




3.9 Entwicklung in vitro 
3.9.1 Primärkulturen 
Es wurden Primärkulturen aus dem Kleinhirn von 3 Tau-knockout und 3 Tau-wildtyp 
Mäusen angelegt. Nach ungefähr einer Woche in Kultur wurden diese mit einem Vektor für 
DsRed transfiziert. Die markierten Zellen wurden anhand ihrer Morphologie als Körnerzellen 
identifiziert. Die DsRed-Fluoreszenz verteilte sich über die gesamte Zelle, einschließlich über 
alle kurzen Fortsätze (Dendriten) und den einzelnen deutlich längeren Fortsatz (Axon).  
Die Sholl-Analyse zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Dendritenkomplexität 
zwischen Tau-knockout und Tau-wildtyp Zellen (Abb. 16 C): sowohl die Gesamtlänge aller 
Dendriten innerhalb der einzelnen Kugelschalen, als auch die Anzahl der Kreuzungspunkte, 
der Verzweigungen und der Fortsatzenden waren zwischen den zwei Genotypen statistisch 
nicht signifikant unterschiedlich.  
Ebenfalls unterschied sich die Gesamtlänge aller Dendriten bzw. der Axone nicht signifikant 
zwischen den zwei Genotypen (p=0,82 bzw. p=0,9; Abb. 16 D, E). Für die Gesamtzahl der 
Verzweigungen je Axon zeigte sich auch kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei 





Abb. 16  Die Expression des Tau-Proteins in einer primären Zellkultur beeinflusst weder die 
Morphologie der Dendriten noch die der Axone. A, B. Immunfluoreszenzmarkierung von 
Körnerzellen mit DsRed. Es wurden nur Nervenzellen und keine Gliazellen markiert. C. Die Sholl-
Analyse zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Dendritenkomplexität zwischen Tau-KO und 
Tau-WT Zellen. D. Die Gesamtlänge der Dendriten unterschied sich nicht zwischen den zwei 
Genotypen (p=0,82). E. Die Gesamtlänge aller Axone unterschied sich ebenfalls nicht signifikant 
zwischen Tau-KO und Tau-WT Zellen (p=0,9). F. Für die Gesamtzahl der Verzweigungen je 
Axon zeigte sich auch kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Genotypen (p=0,87). 
Legende: Es wurden 12 Zellen von 3 Mäusen je Genotyp untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte 
und deren Standardabweichung. Die Irrtumswahrscheinlichkeit für den Vergleich zweier Mittelwerte 
(D, E, F) wurde mit dem t-Test nach Student berechnet. Für die Sholl-Anyalse wurden nur 







3.9.2 N2A-Zellkultur  
Zellen der N2A-Linie wurden mit den sechs humanen Tau-Isoformen (0N/3R, 1N/3R, 
2N/3R, 0N/4R, 1N/4R, 2N/4R) und der 0N/4R-Isoform mit der bei FTDP-17 vorkommenden 
ΔK280-Mutation transfiziert. Als Kontrolle dienten N2A-Zellen, die nur mit dem 
fluoreszierenden Vektor pIRES-DsRed ohne Tau transfiziert wurden. Rotleuchtende Zellen 
wurden in Neurolucida rekonstruiert und nach den folgenden Parametern analysiert: 
- Anzahl Fortsätze je Zelle 
- Anzahl Knoten je Fortsatz 
- Gesamtlänge aller Fortsätze je Zelle 
- Länge jedes Fortsatzes 
Anzahl Fortsätze je Zelle 
Für diesen Parameter zeigten sich statistisch signifikante Unterschide besonders zwischen 
Zellen der Kontrolle und Zellen mit der 2N/4R-Isoform bzw. einer der 3R-Isoformen (siehe 
Tab. 4).  
Die Kontrollzellen hatten durchschnittlich weniger Fortsätze je Zelle. Des Weiteren hatten 
auch Zellen mit der 0N/4R Isoform im Schnitt weniger Fortsätze als Zellen mit den 3R-
Isofomen. Allerdings signifikante Unterschiede gab es weder zwischen Zellen mit 
verschiedenen 3R-Isoformen, noch zwischen Zellen mit 3R-Isoformen und Zellen mit der 
2N/4R-Isoform. N2A-Zellen mit der ΔK280-Mutation hatten im Schnitt weniger Fortsätze als 
Zellen mit den 2N/3R- und 0N/4R-Isoformen.  
Tab. 4 Vergleich der Häufigkeitsverteilung für die Anzahl der Fortsätze je Zelle. Die Irrtums-
wahrscheinlichkeiten wurden mit wiederholten paarweisen Vergleichen mit dem Pearson‟s Chi 
Square Test ermittelt und nach Bonferroni-Holm korrigiert. 
 Tau0N/3R Tau1N/3R Tau2N/3R Tau0N/4R Tau1N/4R Tau2N/4R 
Tau0N/4R 
Mutation 
Tau1N/3R 1.000 - - - - - - 
Tau2N/3R 1.000 1.000 - - - - - 
Tau0N/4R 0.014 0.014 0.014 - - - - 
Tau1N/4R 1.000 0.289 1.000 0.376 - - - 
Tau2N/4R 1.000 1.000 1.000 0.014 0.897 - - 
Tau0N/4R 
Mutation 
1.000 0.567 0.047 0.020 1.000 1.000 - 





Abb. 17  Farbkodierte Darstellung der Häufigkeitsverteilungen der Anzahl der Fortsätze je Zelle für 
jede Tau-Isoform. Farbskala von dunkel-blau (0% der Zellen eine Gruppe) bis hellgelb (27% der 
Zellen einer Gruppe). 
Anzahl Knoten je Fortsatz 
Der Verzweigungsgrad wurde mittels der Anzahl der Verzweigungen je Fortsatz 
quantifiziert. Im Gegensatz zu den in vivo Untersuchungen, wurden hier fast keine statistisch 
signifikanten Unterschiede in dem Verzweigungsmuster zwischen Zellen mit den 
verschiedenen Isoformen und Zellen der Kontrolle festgestellt. Lediglich die 2N/4R-Isoform 
scheint die Verzweigung von Fortsätzen leicht zu hemmen (p=0.014, Tab. 5). 
 Tau0N/3R Tau1N/3R Tau2N/3R Tau0N/4R Tau1N/4R Tau2N/4R 
Tau0N/4R 
Mutation 
Tau1N/3R 1.000 - - - - - - 
Tau2N/3R 1.000 1.000 - - - - - 
Tau0N/4R 1.000 1.000 1.000 - - - - 
Tau1N/4R 1.000 1.000 1.000 1.000 - - - 
Tau2N/4R 0.516 1.000 1.000 0.054 1.000 - - 
Tau0N/4R 
Mutation 
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.500 - 
Kontrolle 1.000 1.000 1.000 1.000 0.078 0.014 1.000 
Tab. 5 Vergleich der Häufigkeitsverteilung für die Knotenanzahl je Fortsatz. Die Irrtums-
wahrscheinlichkeiten wurden mit wiederholten paarweisen Vergleichen mit dem Person‟s Chi Square 





Abb. 18  Farbkodierte Darstellung der Knotenanzahl je Fortsatz für jede Tau-Isoform. Farbskala von 
dunkel-blau (0% der Zellen einer Gruppe) bis hellgelb (87% der Zellen eine Gruppe). 
Gesamtlänge aller Fortsätze 
Auffällig wurden hier statistisch signifikante Unterschiede nur zwischen N2A-Zellen mit 3R-
Tau-Isoformen und Zellen mit der 0N/4R-Isoform (Tab. 6). Die letzteren hatten im 
Durchschnitt eine niedrigere Gesamtlänge aller Fortsätze je Zelle. Zellen mit der ΔK280-
Mutation schienen insgesamt kürzere Fortsätze als alle anderen Zellen zu besitzen, allerdings 
wurde wahrscheinlich wegen der hohen Streuung der Werte kein signifikanter Unterschied 
festgestellt (Abb. 19). 
 Tau0N/3R Tau1N/3R Tau2N/3R Tau0N/4R Tau1N/4R Tau2N/4R 
Tau0N/4R 
Mutation 
Tau1N/3R 1.0000 - - - - - - 
Tau2N/3R 1.0000 1.0000 - - - - - 
Tau0N/4R 0.0181 5.4e-05 0.0062 - - - - 
Tau1N/4R 1.0000 0.2311 1.0000 0.4012 - - - 
Tau2N/4R 1.0000 0.4800 1.0000 0.2371 1.0000 - - 
Tau0N/4R 
Mutation 
1.0000 0.2371 1.0000 0.1739 1.0000 1.0000 - 
Kontrolle 1.0000 0.9669 1.0000 0.3773 1.0000 1.0000 1.0000 
Tab. 6  Vergleich der Häufigkeitsverteilung für die Gesamtlänge aller Fortsätze je Zelle. Die Irrtums-
wahrscheinlichkeiten wurden mit wiederholten paarweisen Vergleichen mit dem Pearson‟s Chi 




Abb. 19  Darstellung der Gesamtlänge aller 
Fortsätze je Zelle mit Median, 0.25- bzw. 






Länge jedes Fortsatzes 
Für diesen Parameter zeigten sich hochsignifikante Unterschiede zwischen Kontrollzellen 
und Zellen mit irgendeiner Tau-Isoform (Tab. 7). Kontrollzellen schienen in Vergleich zu 
anderen Zellen insgesamt mehr Fortsätze mit einer Länge von 20-100 µm zu haben, während 
Zellen mit irgendeiner Tau-Isoform mehr Fortsätze bis 20 µm und über 100-130 µm besaßen. 
Insgesamt zeigte sich für alle Zellen eine eingipfige Verteilung, indem die meisten Fortsätze 
eine Länge zwischen 0-20 µm besaßen (Abb. 20). 
 Tau0N/3R Tau1N/3R Tau2N/3R Tau0N/4R Tau1N/4R Tau2N/4R 
Tau0N/4R 
Mutation 
Tau1N/3R 1.0000       
Tau2N/3R 1.0000 1.0000      
Tau0N/4R 1.0000 1.0000 1.0000     
Tau1N/4R 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000    
Tau2N/4R 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000   
Tau0N/4R 
Mutation 
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000  
Kontrolle 3.3e-08 8.3e-07 1.3e-08 2.4e-05 4.3e-06 4.9e-09 1.1e-06 
Tab. 7  Vergleich der Häufigkeitsverteilung für die Länge jedes Fortsatzes je Zelle. Die Irrtums-
wahrscheinlichkeiten wurden mit wiederholten paarweisen Vergleichen mit dem Pearson‟s Chi 
Square Test ermittelt und nach Bonferroni-Holm korrigiert. 
 









In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung das Mikrotubuli-bindende 
Protein Tau für die Morphogenese von Nervenzellen besitzt. Dazu wurden Tau-knockout und 
Tau-wildtyp Mäuse mittels einer Golgi-Einzelschnittimprägnierung, der Immunhistochemie, 
der Nissl-Färbung und Western Blots verglichen. 
Dabei wurden in vivo Effekte auf die Morphologie von Apikaldendriten der Pyramidenzellen 
aus der CA1-Region im Hippocampus entdeckt, während hingegen die Basaldendriten, die 
Neurogenese, die thalamokortikalen Projektionen und die Mikrotubulistabilität von Tau 
unbeeinflusst blieben. In primären Zellkulturen aus dem Kleinhirn von Tau-wildtyp und Tau-
knockout Mäusen konnte allerdings kein Einfluss des Tau-Proteins auf die Morphologie von 
Dendriten und Axonen beobachtet werden. 
4.1 Diskussion der Methoden 
4.1.1 Herstellung von Tau-knockout Mäusen 
Für die Experimente wurde eine mittels Gen-Trap gewonnene Tau-knockout Linie verwendet 
(Tucker et al., 2001). Bei dieser wurde innerhalb des ersten Exons in Frame die kodierende 
Sequenz für das grün fluoreszierede Protein (green fluorescent protein, GFP) gefolgt von 
einem Stop-Kodon eingefügt. Das Stop-Kodon führte dazu, dass die nachfolgenden 
Sequenzen des Tau-Gens nicht translatiert wurden und somit kein funktionelles Tau-Protein 
gebildet wurde. Stattdessen erfolgte die Expression des GFP unter der Kontrolle des Tau- 
Promotors. Auf dieser Weise konnte diese Linie dazu eingesetzt werden, Tau-Protein 
exprimierende Zellen in vivo durch ihre grüne Fluoreszenz darzustellen. Dazu zählen neben 
Nervenzellen, auch Muskelzellen und Zellen aus Hoden, Nieren und Lungen (Gu et al., 
1996). Da es bei solchen Gen-Trap Mäusen bisweilen vorkommen kann, dass die 
kodierenden Sequenzen nach dem eingefügten Stop-Kodon dennoch translatiert werden, z. B. 
durch alternatives Spleißen, wurde erneut getestet, ob die verwendeten Mäuse tatsächlich 
kein Tau-Protein exprimierten. Mit einem Antikörper gegen den C-Terminus des Tau-
Proteins konnte am Western Blot das Fehlen von Tau bestätigt werden.   
Die Tau-knockout Mäuse wurden von Dr. Max Holzer zur Verfügung gestellt und zunächst 
von Dr. Jens Gerdelmann mit C57/bl6-wildtyp Mäusen zurückgekreuzt. Durch Verpaarung 




homozygote knockout-Mäuse. Dies wurde durch Genotypisierung mittels PCR aus den 
Schwanzspitzen festgestellt.  
Alle Untersuchungen wurden verblindet durchgeführt, um den Einfluss von Erwartungen auf 
die Auswertung zu verhindern. Dazu wurden die untersuchten Tau-knockout und Tau-
wildtyp Mäuse für jedes Experiment erneut mit Buchstaben kodiert. Nach Abschluss der 
Datenerhebung wurde erst unmittelbar vor der statistische Auswertung die Verblindung 
wieder aufgelöst. 
4.1.2 Golgi-Einzelschnittimprägnierung und die dreidimensionale Zellrekonstruktion 
Obwohl die Silberimprägnierung nach Camillo Golgi eine der ältesten Methoden zur 
Darstellung von Nervenzellen ist, wird sie auch heute noch häufig verwendet. Im Gegensatz 
zu vielen anderen Methoden, bei denen in vivo eine Markersubstanz (tracer) in die lebenden 
Nervenzellen eingebracht werden muss, ist es mittels dieser Methode möglich auch in post 
mortem Geweben einzelne Nervenzellen darzustellen. Dies ermöglicht die Untersuchung, 
wenn die zahlreichen Methoden zur in vivo Markierung aus ethischen Gründen (z. B. 
medizinische Humanforschung) nicht durchgeführt werden dürfen oder aus tierschutz-
rechtlichen und praktischen Gründen mit einem zu hohen zeitlichen und materiellen Aufwand 
verbunden sind. 
Die Golgi-Impregnierung ist im Laufe der Zeit vielfach verändert worden, um eine optimale 
Darstellung für die unterschiedlichsten Fragestellungen zu erreichen. Eine Variante davon, 
die Golgi-Einzelschnittimprägnierung wurde in der vorliegenden Arbeit zur Markierung von 
Nervenzellen für die morphometrische Analyse verwendet. Generell werden mit dieser 
Methode im Hippocampus nur wenige Nervenzellen (<1%) markiert. Dies geschieht jedoch 
für den gesamten Zellkörper mit allen Fortsätzen bis hin zu den Varikositäten auf Axonen 
und den feinen Fortsätzen (spines) auf den Dendriten. Allerdings hängt es von der 
Schnittebene und Schnittdicke ab, ob Dendriten vollständig im Schnitt vorhanden sind, so 
dass man davon ausgehen kann, dass der Dendritenbaum in der Regel nicht komplett erfasst 
werden kann. Weiterhin kommt es beim Eindecken zur Schrumpfung des Schnittes und es 
muss hinreichend berücksichtigt werden, dass die gemessenen Zahlenwerte in Wirklichkeit 
größer sind, inbesondere senkrecht zur Schnittebene.  
Die dreidimensionale Rekonstruktion der imprägnierten Zellen und ihre morphologische 
Analyse erfolgten mit dem Programm Neurolucida. Da die angefärbten Zellen teilweise sehr  




verfolgen (Alpar et al, 2003), was ebenfalls dazu führte, dass zuweilen nur ein Teil der 
Dendritenbäume erfasst wurde. Insgesamt kann aber davon ausgegangen werden, dass diese 
Veränderungen bzw. Messfehler für beide Genotypen gleich ausfallen, so dass dadurch 
Unterschiede zwischen den Genotypen nicht maskiert werden.   
4.1.3 Neurogenese 
In adulten Mäusen findet die Neurogenese in zwei Regionen des Zentralnervensystems statt: 
einerseits in der subventrikulären Zone der Seitenventrikelwand und anderseits in der 
subgranulären Schicht des Gyrus dentatus im Hippocampus (Altman et al., 1965, 1969;  
Gates et al, 1995). Dabei werden aus adulten Stammzellen ständig neuronale Vorläuferzellen 
gebildet, die bei Nagern entlang des rostralen Wanderungsstroms zum Bulbus olfactorius  
(Winner et al, 2002; Carleton et al., 2003) bzw. in die Körnerzellschicht des Hippocampus 
wandern (van Praag et al, 2002). Sowohl die vorausgehende Zellteilung der Stammzellen als 
auch die nachfolgende Wanderung werden im adulten Nervensystem unter physiologischen 
Umständen kaum bei anderen Zelltypen beobachtet und sind somit die Grundlage für die 
Darstellung neugebildeter Nervenzellen. Die Zellteilung der adulten neuronalen Stammzellen 
kann durch den Einbau von 8-Bromdesoxyuridin (BrdU) in die DNA nachgewiesen werden, 
während wandernde Nervenzellen z. B. das Protein Doublecortin (DCX) exprimieren. 
BrdU ist ein Thymidin-Analogon und wird während der S-Phase des Zellteilungszyklus an 
Stelle der Base Thymidin in die DNA von neugebildeten Zellen eingebaut. Nach der 
intraperitonealen Injektion gelangt das BrdU in den Blutkreislauf, über die Blut-Hirn-
Schranke ins Gehirn und schließlich in die Nervenzellen. Bedingt durch Metabolisierung und 
Ausscheidung beträgt die Halbwertszeit nur etwa acht Stunden. Folglich zeigt die Färbung 
für BrdU nur Zellkerne von Zellen, die an dem Tag nach der intraperitonealen Injektion 
gebildet wurden. Da von adulten neuronalen Stammzellen neben wenigen Oligodendrozyten 
und Astroglia vor allem Nervenzellen gebildet werden, stellt die Anzahl der BrdU-markierten 
Zellkerne einen exzellenten Marker für die Rate der Neurogenese dar.  
Im Gegensatz dazu, wird DCX bis vier Wochen nach der Neubildung der Nervenzellen 
exprimiert, mit einem Maximum nach sieben Tagen (Couillard-Despres et al., 2005). Die 
noch unreifen Nervenzellen weisen dabei in dem Zellkörper und in ihren Fortsätzen das 
Mikrotubuli-bindende Protein DCX auf. Der Vorteil der DCX-Färbung besteht darin, dass sie 




direkter Marker für die Neurogenese, sondern spricht eher für die Zahl der bis zu vier 
Wochen überlebenden neugebildeten Nervenzellen.  
4.1.4 Volumenbestimmung von Hippocampus und Gyrus dentatus 
Das Volumen von Hippocampus und Gyrus dentatus wurde mithilfe des Prinzips von 
Cavalieri geschätzt. Laut diesem Prinzip kann man das Volumen eines Körpers dadurch 
berechnen, indem man den Abstand zwischen den äquidistanten Querschnitten mit der 
Gesamtfläche aller Schnitten multipliziert. Die nach Anwendung dieses Prinzips erhaltenen 
Daten zeigten eine minimale Streuung, was sowohl für die geringe Variabilität dieses 
Merkmals als auch für die Genauigkeit der Methode spricht.  
4.1.5 Synaptische Marker 
Für Synaptopodin, Synaptophysin und VGAT Fluoreszenz-gefärbte Präparate wurden 
mithilfe eines ApoTome Imaging Systems (Carl Zeiss MicroImaging, Jena) fotografiert. Das 
Mikroskop war des Weiteren mit einem motorisierten xy-Tisch ausgestattet, welcher 
zusammen mit der MosaiX-Erweiterung, die automatische Erfassung und Kombination 
(stitching) von hochauflösenden Einzelbildern ermöglichte. 
Bei der im ApoTome verwendeten Methode der strukturierten Beleuchtung wird eine 
Gitterstruktur mit definierter Gitterkonstante in die Fokusebene des Objektivs projiziert und 
in drei definierten Schritten in die Probe bewegt. An jeder Position des Gitters wird ein Bild 
mit einer CCD Kamera aufgenommen. Diese drei Rohbilder werden zu einem Ergebnisbild 
verrechnet. Das resultierende Bild ist ein optischer Schnitt durch die Probe mit entfernten 
Bildanteilen, die aus den Präparatebenen ober- und unterhalb der Fokusebenen stammen. 
Dieses Bild weist ein verbessertes Signal-zu-Rausch-Verhältnis, sowie eine um ca. Faktor 
zwei verbesserte Auflösung in axialer Richtung auf. Die Erstellung eines optischen Schnittes 
ist die Voraussetzung, um in den Immunmarkierungen einzelne Synapsen auflösen zu 
können, da sich in konventionellen Fluoreszenzaufnahmen einzelne Synpasen überlappen. Im 
Gegensatz dazu zeigten die mittels ApoTome aufgenommenen Bilder feine punktförmige 
Markierungen. Diese wiesen eine Größe von etwa 1 μm auf und stellten je nach 
nachgewiesenem Protein prä- oder postsynaptische Strukturen von inhibitorischen oder 
exizitatorischen Synapsen dar (siehe Material und Methoden). Die immunreaktiven Profile 
wurden mit dem Programm ImageTool gezählt. Hierzu mussten diese aber zunächst 




Präparate einer Markierung so festgelegt, dass die Größe der einzelnen Profile etwa der 
Größe von Synapsen entsprach. Weil dies immer noch eine subjektive Einschätzung war, 
wurden weder die absolute Zahl immunreaktiver Profile noch die Markierungen 
untereinander verglichen, sondern nur die Unterschiede zwischen Genotypen innerhalb 
derselben Markierung.  
Folglich konnte ein p=0,059, wie gemessen für die Anzahl immunreaktiver Profile von 
Synaptophysin in Stratum lacunosum-moleculare, als knapp statistisch signifikant gedeutet 
werden. Weitere umfangreichere Studien könnten diese Ergebnisse mithilfe der Elektronen-
mikroskopie auf ultrastruktureller Ebene präzisieren. Dies erfordert allerdings einen erheblich 
größeren Aufwand für die Probenvorbereitung und Datenerhebung (Seeger et al., 2009). 
4.1.6 Western Blot 
Durch Mikrodissektion von Hirnschnitten konnten Gewebeproben aus Stratum oriens bzw. 
Stratum radialis und Stratum lacunosum-moleculare des Hippocampus gewonnen werden.  
Obwohl die Proben nur ein Volumen von wenigen Millilitern hatten, konnte dennoch eine 
Western Blot Analyse für MAP2, Tau, Tubuline und deren Modifikationen, sowie für 
synaptische Marker erfolgreich durchgeführt werden.  
Dies wurde durch die direkte Auftragung der Proben (nach Homogenisierung in 
Probenpuffer) und Nachweis der Immunmarkierung mittels Lumineszenzmarkierung unter 
Verwendung einer hochempfindlichen Kamera möglich. Aufgrund der kleinen Probemengen 
wurde keine Proteinbestimmung durchgeführt, sondern die Proteinmengen wurden auf einen 
internen Standard bezogen (α-Tubulin bzw. β-Actin). Zwischen der Konzentration des 
Proteins und dem Lumineszenzsignal besteht zwar ein annährend linearer Zusammenhang 
über einige Größenordnungen des Signals. Allerdings wurde eine große Streuung des 
ermittelten Quotienten beobachtet. Dies ist möglicherweise auf nichtlineare Verzerrungen in 
Abhängigkeit von der Ausgangsmenge zurückzuführen. Es ist jedoch nicht bekannt, wie groß 
dieser Messfehler ist oder ob die erhöhte Streuung auf die natürliche Variabilität 
zurückzuführen ist.  
4.1.7 Transfektion von primären Zellkulturen  
Zunächst wurden Primärkulturen aus dem Hippocampus von Tau-knockout Mäusen angelegt. 
Nach ca. einer Woche in Kultur wurden die Zellen mit einem Vektor für die 2N/4R-Tau 




doppelmarkiert. Es wurde  beobachtet, dass ausschließlich Nervenzellen (DsRed positiv) und 
keine Gliazellen (GFAP positiv) transfiziert wurden (Abb. 16 A, B). Leider wurde 
festgestellt, dass die Transfektionsrate sehr niedrig war, so dass neue Primärkulturen aus dem 
Kleinhirn von Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäusen angelegt wurden. Hier wurden 
anschließend Körnerzellen rekonstruiert und analysiert.  
4.1.8 Transfektion von N2A-Zellen mit humanen Tau-Isoformen 
Die Herstellung des  pIRES-DsRed Vektors scheiterte an der Ligation des geschnittenen  
pIRES-Vektors (pIRES vector backbone) mit dem geschnittenen pDsRed-Vektor (DsRed-
Kodon insert). Es wurde deshalb ein kommerziell erhältlicher pIRES2-DsRed-Express 
Vektor (Clontech Laboratories, USA) verwendet. Durch RT-PCR konnten die für einzelne 
murine Tau-Protein Isoformen kodierende mRNAs in cDNA umgeschrieben werden. Nach 
der Ligation des geschnittenen Vektors mit den geschnittenen cDNAs wurden nach blue-
white Screening sechs Klone gepickt und analysiert. Diese enthielten wiederholt keine der 
gewünschten cDNAs für die Tau-Protein Isoformen.  
Folglich wurden die N2A-Zellen mit klonierten humanen Tau-Isoformen transfiziert, die von 
Dr. M. Goedert (Cambridge) und Dr. M. Holzer freundlicherweise zur Verfügung gestellt 
wurden. Die humanen Isoformen unterscheiden sich nur in geringem Maße von den murinen 











Abb. 21   Vergleich 
zwischen der humanen 
(H) und murinen (M) 
Tau-Gensequenz.  




4.2 Vergleich mit bekannten Daten aus der Forschungsliteratur 
4.2.1 Axonogenese 
Die Rolle des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau während der Axonogenese ist in der 
Forschungsliteratur umstritten. So wurde z. B. festgestellt, dass Tau keine Bedeutung für das 
Auswachsen der Axone von Pyramidenzellen des Hippocampus hat, allerdings die 
Mikrotubuli der Parallelfaser von Körnerzellaxonen beeinflusst (Harada et al., 1994). 
Andererseits wurde die erste Beobachtung durch andere Untersuchungen widerlegt. Diese 
haben gezeigt, dass sowohl in primären Zellkulturen aus verschiedenen Gehirnregionen in 
denen die Tau-Expression gehemmt wurde (Kosik et al., 1991), als auch in primären 
Zellkulturen aus Hippocampi von Tau-knockout Mäusen (Dawson et al., 2001), die 
Entstehung von axonenartigen Neuriten gehemmt wird.  Darüber hinaus konnte die normale 
Wachstumsrate der Fortsätze durch Kreuzung transgener Mäuse, die humanes Tau enthielten, 
mit Tau-knockout Mäusen wiederhergestellt werden (Dawson et al., 2001). 
In vivo konnte die Autorin der vorliegenden Arbeit feststellen, dass die Ausbildung von 
thalamokortikalen Axonen durch das Fehlen von Tau unbeeinflusst blieb.  
In primären Zellkulturen aus dem Kleinhirn von Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäusen 
konnte die Autorin ebenfalls zeigen, dass weder das Längenwachstum noch das 
Verzweigungsmuster der Axone durch das Fehlen von Tau beeinträchtigt wurden. 
4.2.2 Dendritogenese 
Dendriten sind die verzweigten Fortsätze von Nervenzellen. Ihre Komplexität und hohe 
Variablität stellt eine Herausforderung für die Untersuchung ihrer Entwicklung dar. Die 
Entwicklung von Dendriten lässt sich in mehrere Phasen einteilen (Scott et al., 2001): 
1) Initialisierung (initialisation), 
2) Auswachsen (outgrowth), 
3) Verzweigung (branching), 
4) Fortsatzausbildung (spine formation) sowie 
5) Anhalten und Rückbildung (limiting growth/stopping) 
Zur Verzweigung von Dendriten kommt es durch zwei sehr verschiedene Prozesse (Jan et al., 
2003): 
1) Zweiteilung des Wachstumskegels (growth cone bifurcation) und 




Zweiteilung führt zu einem balancierten Dendritenbaum, bei dem alle Äste die gleiche 
Anzahl von Verzweigungen haben, und dem Gesamtbaum ähneln (Selbstähnlichkeit). Dieser 
Prozess und die resultierende Gestalt des Dendritenbaumes wurden zuerst für Dendriten von 
Nervenzellen der sympathischen Ganglien beschrieben (Bray, 1973). Das Gleiche trifft auch 
auf die Dendriten der Körnerzellen des Kleinhirns sowie auf die Basaldendriten der 
Pyramidenzellen des Hippocampus und Kortex zu. 
Im Gegensatz dazu führt jedoch seitliches Auswachsen zu einem Hauptdendriten mit vielen 
seitlichen Dendritenbäumen (oblique dendrites). Dieses Muster ist typisch für die Apikal-
dendriten der Pyramidenzellen des Hippocampus (Dailey und Smith, 1996) und des Kortex. 
Während der Entwicklung der seitlichen Dendriten kommt es zunächst unter Beteiligung des 
Aktinskeletts zu einer Ausstülpung der Zellmembran. Dieser Fortsatz kann sich wieder 
zurückbilden oder durch Mikrotubuli stabilisiert werden (Yu et al., 1994).  
Die Autorin der vorliegenden Arbeit hat bei Tau-knockout Tieren in vivo eine reduzierte 
Verzweigung der Apikaldendriten der Pyramidenzellen aus dem Hippocampus feststellen 
können. Im Gegensatz dazu waren die Basaldendriten der Pyramidenzellen unverändert. 
Ebenfalls in der primären Zellkultur aus dem Kleinhirn konnten keine signifikanten 
Unterschiede in dem Verzweigungsmuster der Körnerzelldendriten zwischen Tau-knockout 
und Tau-wildtyp Zellen beobachtet werden. Das weist darauf hin, dass Tau eher an dem 
seitlichen Auswachsen von Neuriten beteiligt ist. 
Ausgehend von der Funktion von Tau als Mikrotubuli-stabilisierendes Protein könnte dies 
mit der Stabilisierung der Fortsätze durch die Ausbildung von Mikrotubuli zusammenhängen. 
Möglicherweise spielt die Phosphorylierung von Tau, welche in den Dendriten beobachtet 
wird (Papasozomenos und Binder, 1987; Tashiro et al., 1997), hierbei eine entscheidende 
Rolle (Audesirk et al., 1997). Bisher wurde eine Bedeutung auf die Dendritogenese nur für 
das Mikrotubuli-assoziierte Proteine MAP2 beschrieben (Diez-Guerra und Avila, 1993; 
Harada et al., 2002). Tendenziell sollte daher dieses Modell (Sánchez et al., 2000) um eine 
Einflussgröße von Tau erweitert werden. 
Es ist bekannt, dass Tau ebenfalls mit den Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen fyn, lck und src der 
Src-Kinase-Familie (Lee et al., 1998) bindet. Dazu gehört auch die yes-Kinase. Die Bindung 
erfolgt über die Prolinreiche-Domäne zwischen den aminoterminalen Inserts und den 
Mikrotubulibindungdomänen. Die Bindung erfolgt dabei über ein -PXXP- Motiv der 
Aminosäuren 175-178 der Referenzisoform 2N/4R mit der SH3-Domäne der src-Kinasen. 
Durch Phosphorylierung des Threonins kann sowohl die Bindung an fyn als auch an 
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Die gleiche Prolin-reiche Domäne ist auch für die Verlagerung von Tau an die 
Plasmamembran verantwortlich (Eidenmüller et al., 2001). Vermutlich ist dies auf die 
Bindung an fyn zurückzuführen, welches durch Anhängen einer Myristol-Seitenkette in eine 
membranständige Isoform überführt wird (Rawat und Nagaraj, 2010). Gleichzeitig führt die 
Bindung von Tau an Mikrotubuli auch zur Verteilung der fyn-Kinase u. a. in den Dendriten. 
Durch Expression eines Tau-Fragmentes ohne Mikrotubuli-Bindungsregion wird die 
gebundene fyn-Kinase falsch verteilt. Dies führt über die fehlende Phosphorylierung der 
PSD95 zur Abnahme von NMDA-Rezeptoren in den Spines (Ittner et al., 2010). 
Interessanterweise spielen die src-Kinasen ebenfalls eine Rolle bei der Entwicklung von 
Dendriten. Durch Phosphorylierung modulieren sie in unterschiedlicher Weise Tyrosin-
Rezeptorkinasen (receptor tyrosin kinases). Dadurch wird während der Entwicklung von 
Nervenzellen die Wirkung von verschiedenen Adhäsionsmolekülen (cell guidance molecules) 
verändert. So ist bei src-knockout, nicht jedoch bei fyn-knockout oder yes-knockout das 
Auswachsen von Körnerzelldendriten auf das Zelladhäsionsmolekül L1 (Ignelzi et al. 1994) 
gestört. Im Gegensatz dazu ist bei fyn-knockout, nicht jedoch bei src-knockout oder yes-
knockout das Auswachsen auf NCAM gestört (Beggs et al. 1994). Allerdings ist bei Fehlen 
aller drei Kinasen das Auswachsen auf Laminin nicht gestört. 
Für eine dieser src-Kinasen mit denen Tau interagiert, wurde auch die Morphologie 
untersucht. So zeigten fyn-knockout Tiere deutlich weniger Verzweigungen der 
Apikaldendriten in vivo (Morita et al., 2006). 
Möglicherweise sichert Tau die korrekte Lokalisation der fyn-Kinase bei der Entwicklung der 
Apikaldendriten. Während es zudem Hinweise gibt, das fyn während der Entwicklung in 
auswachsenden Axonen vorhanden ist, ist nichts über die Verteilung in den Dendriten 
bekannt. Es müsste zudem durch Expression des Tau-Proteins ohne Mikrotubuli-
Bindungsdomäne in Tau-wildtyp Tieren (Ittner et al., 2010) ebenfalls zu einer Abnahme der 
Komplexität der Apikaldendriten kommen. Des Weiteren müsste die Expression von Tau 
ohne Mikrotubuli-Bindungsdomäne und mit zusätzlicher Deletion der Bindungsdomäne 
PXXP (Lee et al., 1998) zu keinem Effekt führen, da dadurch die Bindung an die SH3-
Domäne der src-Kinasen unterbunden wird. Sollte die Expression einer dominant negativen 
Mutante der fyn-Kinase (DN-Fyn, Mariotti et al., 2001) einen ähnlichen Phänotyp 




Mechanismus der Tau-fyn Interaktion untermauern. Diese Hypothese wird derzeit in weiteren 
Experimenten untersucht. 
4.2.3 Mikrotubuli-assoziierte Proteine und Mikrotubuli-Stabilität 
In Nagetieren sind Tau und MAP2 die Hauptvertreter der neuronalen Mikrotubuli-
assoziierten Proteine. In den kleinkalibrigen Axonen der Körnerzellen des Kleinhirns aus 
Tau-knockout Mäusen scheint das MAP1A-Protein kompensatorisch vermehrt exprimiert zu 
werden, um die Axonenstabilität zu gewährleisten (Harada et al., 1994). Dieses Ergebnis 
konnte in der vorliegenden Arbeit für das MAP2 nicht reproduziert werden. Grund dafür 
könnte sein, dass eine andere Art von Tau-knockout Mäusen benutzt wurde und nur Proben 
aus dem Hippocampus analysiert wurden, die hauptsächlich großkalibrige Axone mit weniger 
Tau enthielten. Bedingt durch die Untersuchungsmethode streuten die Messungen auch 
stärker, was z.B. für die Apikaldendriten zu knapp signifikanten Unterschiede zugunsten der 
Tau-knockout Mäuse (p=0,057) führte.  
Bei der Mikrotubulistabilität konnte die Autorin keine groben Unterschiede zwischen den 
zwei Genotypen entdecken. Der Verlust an Stabilität durch das Fehlen von Tau wird in den 
kleinkalibrigen Tau-reichen Axonen wahrscheinlich von anderen MAPs kompensiert oder 
Tau ist nur wenig an der Mikrotubulistabilisierung in vivo beteiligt. So könnte in den 
großkalibrigen Tau-armen Axonen aus dem Hippocampus die Menge an Tau - in Vergleich 
zu der an anderen MAPs - möglicherweise einfach zu gering sein, um durch das Fehlen von 
Tau eine messbare Destabiliserung der Mikrotubuli hervorzurufen. 
4.2.4 Neurogenese 
Typischerweise wird zur Darstellung der Neurogenese die Markierung mit 8-Brom-
desoxyuridin benutzt. Als gute Alternative dazu hat sich die Doublecortin-Markierung 
erwiesen (Brown et al., 2003, Couillard-Despres et al., 2005). 
Die Analyse der adulten Neurogenese in Tau-knockout Mäusen mittels Doublecortin hat 
bisher widersprüchliche Ergebnisse geliefert. Es wurde behauptet, dass die Neurogenese im  
Hippocampus von Tau-knockout Mäusen schwer beeinträchtigt sei (Hong et al., 2009). 
Allerdings weist diese Arbeit einen methodischen Fehler auf: Als Kontrolle für die  
Tau-knockout Mäuse wurde keine Geschwisterlinie verwendet, sondern eine Wildtyp-
Mauslinie, welche einen anderen genetischen Hintergrund aufwies. Bei der Verwendung von 
Geschwistertieren (littermate control) wurde beobachtet, dass das Fehlen von Tau keinen 




Beobachtung konnte auch in der vorliegenden Arbeit reproduziert werden. Darüber hinaus 
konnten auch keine Unterschiede im Volumen von Gyrus dentatus bzw. Hippocampus 
festgestellt werden, welches darauf hinweist, dass auch während der Entwicklung die 
Neurogenese von Tau-knockout Mäusen unverändert bleibt. 
4.2.5 Synaptogenese 
In ihren Experimenten hat die Autorin im Stratum lacunosum-moleculare einen signifikanten 
Unterschied in der Gesamtzahl der Synapsen zwischen den zwei Genotypen darstellen 
können (p=0,018). Insgesamt schien es aber in allen Schichten eine Tendenz zu zahlreicheren 
Synapsen bei den Tau-knockout Mäusen zu bestehen. Um feinere Unterschiede im 
Zusammenspiel der Pyramidenzellen des Hippocampus darzustellen, müssten die Synapsen 
mit physiologischen Methoden wie das Calcium Imaging untersucht werden. Damit kann     
z. B. die mit dem Alter zunehmender Desynchronisation der Pyramidenzellen gemessen oder 
die Ausbreitung von induzierter elektrischer Aktivität untersucht werden.  
Die Bedeutung von Tau für die Funktion von Synapsen und neuronalen Schaltkreisen ist sehr 
subtil und bis vor kurzem gab es kaum Beobachtungen für Veränderungen in der 
Verschaltung von Nervenzellen bei Tau-knockout Tieren. Die Langzeit-Potenzierung von 
Synapsen zwischen den CA3- und CA1-Pyramidenzellen ist nicht verändert (Shipton et al., 
2011). Allerdings gibt es Hinweise für eine veränderte Verteilung von NMDA-Rezeptoren, 
welche sich auch in einer geringeren Exzitotoxizität äußert (Ittner et al., 2010). Das Fehlen 
des Tau-Proteins führt interessanterweise auch zu einer verstärkten Resistenz gegen 
pharmakologisch ausgelöste epileptische Anfälle (Roberson et al., 2007). Des Weiteren 
wurde eine Veränderung des Schlaf-Wach-Rhythmus und des Schlafmusters beobachtet 
(Cantero et al., 2010), sowie im EEG eine verringerte Theta-Aktivität und eine verringerte 
Synchronisation im Gamma-Frequenzband festgestellt (Cantero et al., 2011). 
Möglicherweise spielt Tau über die Beeinflussung der Ausbildung von synaptischen 
Verknüpfungen während der postnatalen Entwicklung eine indirekte Rolle bei der Regulation 
von Aktivitätsmustern im adulten Gehirn. 
4.2.6 Rolle der einzelnen Isoformen 
 
Bekanntermaßen kommt die 0N/3R-Isoform hauptsächlich im neugeborenen Gehirn vor, 
während die 4R-Isoformen adultspezifisch sind (Goedert et al., 1989a, b). Die 4R-Isoformen 
binden mit etwa dreifach höherer Affinität an Mikrotubuli (Goode et al., 2000), welches ein 




Dynamik wichtig sind. Neulich wurde gezeigt, dass die 3R-Isoform vorübergehend auch 
während der adulten Neurogenese bei der Ratte in verschiedenen Gehirnarealen wie dem 
Bulbus olfactorius und dem olfaktorischen Kortex, dem Locus coeruleus, dem Nucleus raphe 
und dem posterolateralen Hypothalamus exprimiert wird. Dies könnte mit einer erhöhten 
neuronalen Plastizität einhergehen (Bullmann et al, 2010). Die 4R-Isofomen wurden nur in 
Pyramidenzellen identifiziert (Goedert et al., 1989a). Folglich koexistieren im adulten Gehirn 
in unterschiedlichen Zelltypen Mikrotubuli mit unterschiedlichen Polymerisationsgraden und 
Besatz mit MAPs.  
Es gibt Hinweise, dass 3R- und 4R-Isoformen isoformspezifische funktionelle Eigenschaften 
für die Bindung von Mikrotubuli besitzen (Goode et al, 2000). Diese spielen eine bedeutende 
Rolle sowohl für die normale Funktion von Tau, als auch in der Entstehung von 
neurodegenerativen Erkrankungen.  
In vitro wurde gezeigt, dass die adulten 4R-Isoformen die Mikrotubuliaggregation 2,5 bis 3-
mal schneller als die fetalen 3R-Isoformen fördern. Die aminoterminalen Inserts scheinen 
dabei keine Rolle zu spielen (Goedert et al., 1990).  
In vivo ist der Unterschied wahrscheinlich sogar noch größer, weil die fetale Isoform in 
einem größeren Anteil phosphoryliert ist als die adulte. In diesem Kontext ist es bereits 
bekannt, dass die Tau-Phosphorylierung die Bildung von Mikrotubuli stört (Lindwall und 
Cole, 1984).  
In N2A-Zellkulturen konnte die Autorin der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es 
morphologische Unterschiede einerseits zwischen Tau-defizienten und Tau-positiven Zellen 
gab und anderseits zwischen Zellen mit den verschiedenen Tau-Isoformen.  
Die Zellen mit den 3R-Isoformen hatten im Schnitt mehr Fortsätze als diejenigen ohne Tau 
oder mit der 0N/4R-Isoform. Dies weist darauf hin, dass entweder die 3R-Domäne einen 
fördernden Einfluss auf das Neuritenwachstum hat oder dass die 0N/4R-Isoform hemmend 
darauf wirkt. Weiterhin war die Gesamtlänge aller Fortsätze der Zellen mit den 
verschiedenen 3R-Isoformen signifikant länger als die der Zellen mit der 0N/4R-Isoform, 
nicht aber der Tau-defizienten Zellen. Ursache dafür kann möglicherweise eine höhere 
Streuung in der Tau-defizienten Gruppe sein. Allerdings konnte die Autorin keine 
signifikanten Unterschiede zwischen Zellen mit den einzelnen 3R-Isoformen feststellen.  
Ferner hatten auch Zellen mit der 2N/4R-Isoform durchschnittlich mehr Fortsätze als solche 
mit der 0N/4R-Isoform, welches bedeuten könnte, dass in dieser Kombination die 2N-
Domäne auch fördernd auf das Neuritenwachstunm agiert. In der Arbeit von Sennvik et al., 




Hippocampusneurone in Tau knockin/knockout Mäusen hemmt, während die neuronale 
Differenzierung gefördert wird. 
Das Verzweigungsmuster hat die Autorin anhand der Knotenanzahl beurteilt. Es konnte 
festgestellt werden, dass die Fortsätze der Zellen mit der 2N/4R-Isoform signifikant bzw. 
knapp signifikant (p=0.054) mehr Verzweigungen als Tau-defizienten Zellen bzw. Zellen mit 
der 0N/4R-Isoform zeigen. Hier kann die knappe Signifikanz auch auf die hohe Streuung 
innerhalb der 0N/4R-Gruppe zurückgeführt werden. 
Im normalen adulten menschlichen Gehirn wird etwa die gleiche Menge 3R-Tau und 4R-Tau 
exprimiert. Ein richtiger 4R/3R-Tau Quotient scheint im menschlichen Gehirn essentiell für 
die normale Funktion von Tau zu sein. In manchen Tauopathien wird dieser Quotient 
verändert. Beispielsweise in der FTDP-17 Tauopathie führen Punktmutationen in dem Tau-
Gen zu Veränderungen in dem alternativen Spleißen des Exons 10 (Spillanti et al., 1998; 
Hutton et al., 1998). Manche dieser Mutationen (besonders ΔK280, P301L, P301S, N279K) 
führen zu einer Zunahme der schädlichen Wirkung (gain of toxic function), die in betroffenen 
Zellen in der Entstehung abnormaler Tau-Filamente resultiert und die Apoptose-Signalwege 
induziert (Hong et al., 1998; Nacharaju et al., 1999; von Bergen et al., 2001). Andere 
Mutationen (besonders ΔK280, P301L, V337M, R406W) induzieren einen Verlust der 
normalen Funktion (loss of function), d. h. sie reduzieren die Fähigkeit des Tau-Proteins mit 
Mikrotubuli zu interagieren und demzufolge deren Bildung zu fördern (Hong et al., 1998; 
Hasegawa et al., 1998; Dayanandan et al., 1999; Nagiec et al., 2001). Die meisten dieser 
Mutationen erhöhen das Spleißen von Exon 10 und ändern folglich den 4R/3R-Quotient, 
indem mehr 4R-Tau produziert wird (Spillanti et al., 1998). 
In den Experimenten der Autorin auf N2A-Zellkulturen wurde die 2N/4R-Tau Isoform mit 
der ΔK280-Mutation benutzt. Es handelt sich in diesem Fall um die Deletion eines Tripletts, 
die zum Verlust des Lysin280 führt. Diese Modifikation im Tau-Gen induziert sowohl in 
vitro als auch in vivo (van Swieten et al., 2007) eine verminderte Mikrotubulibildung (Rizzu 
et al., 1999), eine erhöhte intermolekulare Aggregationstendenz mit nachfolgender 
Entstehung abnormaler Tau-Filamente (Barghorn et al., 2000; von Bergen et al, 2001) und 
einen geringeren 4R/3R-Quotient (D’Souza et al., 1999). In diesem Zusammenhang konnte 
beobachtet werden, dass N2A-Zellen mit diesem mutierten Tau signifikant weniger Fortsätze 
als Zellen mit den Isoformen 2N/3R und 0N/4R entwickelten. Allerdings war die Länge der 
einzelnen Fortsätze durchschnittlich höher als bei Tau-defizienten Zellen, so dass die mutierte 




In anderen Tauopathien wie PSP, CBD und der Pick-Krankheit ist der 4R/3R-Quotient 
alterierende Mechanismus noch nicht bekannt. In der Pick-Krankheit aggregieren sowohl 3R-
Isoformen als auch 4R-Isoformen in random coiled filaments (Delacourte et al., 1996; 
Spillantini et al., 1998; Yoshida et al., 2006). In der CDB und PSP ist die 4R-Isoform 
hochreguliert und aggregiert in twisted filaments und straight filaments (Buee et al., 1999; 
Togo et al., 2002; Tolnay et al., 2002). Allerdings wurden hier auch 3R-Aggregate gefunden 
(Yoshida, 2006). In der Alzheimerschen Erkrankung werden alle sechs Isoformen 
hyperphosphoryliert und aggregieren in paired helical filaments (PHF). Die Funktion 
einzelner Tau-Isoforme bleibt deswegen weiterhin in der Forschung interessant. 
4.3 Bedeutung für die Medizin 
Zahlreiche Untersuchungen belegen die Beteiligung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 
Tau an der Pathogenese von sogenannten Tauopathien wie der Alzheimerschen Erkrankung 
und bestimmten Formen der Frontotemporaldemenz (Iqbal et al., 2005). Typisch für die 
Alzheimersche Erkrankung sind neurofibrilläre Strukturen (NFTs - neurofibrillary tangles) 
aus paarigen, spiraligen Proteinsträngen (PHFs - paired helical filaments). Diese bestehen aus 
hyperphosphoryliertem Tau (Grundke-Iqbal et al., 1986; Kosik et al., 1986; Ihara et al., 
1986) und befinden sich konzentriert vor allem in den Pyramidenzellen des Neokortex, des 
Hippocampus und der Amygdala. Durch Hyperphosphorylierung löst sich Tau von den 
Mikrotubuli ab. Dadurch werden diese destabilisiert, was zur Störung des axonalen 
Transports und letztendlich zum Synapsenverlust, Zelltod und zu fortschreitenden kognitiven 
Beeinträchtigungen führt (Stamer et al., 2002).   
Allerdings ist es schon länger bekannt, dass das hyperphosphorylierte Tau-Protein vermehrt 
in Dendriten akkumuliert und hier Veränderungen hervorruft (Ihara et al., 1988; Gertz et al., 
1991, Arendt et al., 1995), während die Axone vor allem unphosphoryliertes Tau aufweisen. 
Aus diesem Grund war eine in vivo Untersuchung von Nervenzellen und ihrer Dendriten 
hinsichtlich des Einflusses von Tau auf ihre Morphologie Gegenstand dieser Arbeit.    
Der Mechanismus, wodurch Tau die Dendritogenese beeinflusst, ist noch unbekannt, schließt 
aber wahrscheinlich Aktin-Bindungen, Phosphorylierung, Isoform-Expression, Bindung an 






Die Mehrheit der bisherigen Studien haben die Hypothese unterstützt, dass das Tau-Protein 
die axonalen Mikrotubuli stabilisiert und dass es wichtig für die Aufrechterhaltung des 
intrazellulären Transportes zwischen Synapsen und Zellkörper ist (Stamer et al., 2002). 
Daher war es zu erwarten, dass die Ausbildung der thalamokortikalen Axone bei Tau-
knockout Mäusen gestört wird. In den durchgeführten Experimenten konnte die Autorin der 
vorliegenden Arbeit den ersten Teil dieser Hypothese nicht bestätigen. Die Axonogenese in 
vivo schien von der Abwesenheit von Tau völlig unbeeinflusst zu bleiben. In vitro konnte die 
Autorin ebenfalls keine Beeinträchtigung des Längenwachstums oder des Verzweigungs-
musters der Axone beobachten. Ferner wurden anhand der Immunhistochemie für Tubulin-
Modifikationen und Mikrotubuli-assoziierte Proteine auch grobe Unterschiede in der 
Mikrotubulistabilität zwischen den zwei Genotypen ausgeschlossen.  
Bezüglich der Rolle des Tau-Proteins bei der Regulierung des intraneuronalen Transportes 
und der Synapsenversorgung, wurden nur in Stratum lacunosum-moleculare für den 
postsynaptischen Marker Synaptophysin signifikante Unterschiede zwischen den zwei 
Genotypen festgestellt. Insgesamt zeigte sich allerdings eher eine Tendenz zugunsten der 
Tau-knockout Mäuse, so dass keine gesicherte Aussage zu der Auswirkung von Tau auf die 
Synaptogenese getroffen werden kann.  
Der Einfluss von Tau auf die Neurogenese ist in der Literatur durch unterschiedliche 
Studienergebnisse umstritten. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tau keinen 
Einfluss auf die Neurogenese ausübt.  
Weitaus weniger bekannt und untersucht ist der Aspekt, dass Tau auch in Dendriten 
vorkommt und folglich auch einen Einfluss auf die Dendritogenese ausüben sollte. Dies 
konnte die Autorin in ihren in vivo Versuchen erfolgreich bestätigen. 
Aus den Ergebnissen ihrer Experimente lässt sich jetzt eine völlig neue Hypothese aufstellen: 
In vivo scheint Tau, anderes als bisher vermutet, eine sehr große Bedeutung für die 
Ausbildung von Dendriten zu besitzen. Möglicherweise ist dessen Rolle in der Miktrotubuli-
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Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP), das die Polymerisation von Tubulin 
fördert und die Mikrotubuli stabilisiert. Eine abnorme Phosphorylierung, Aggregation und 
Akkumulation des Tau-Proteins führt zu den sogenannten „Tauopathien“, einer Gruppe von 
degenerativen Erkrankungen des Zentralnervensystems, von denen die Alzheimersche 
Erkrankung den größten Anteil ausmacht. Weiterhin führt eine Mikrodeletion des MAPT-
Lokus auf Chromosom 17q21.31 bei heterozygoten Trägern zu charakteristischen 
phänotypischen Eigenschaften. 
 
Es wird angenommen, dass Tau essentiell für die neuronale Morphogenese, vor allem für die 
Axonenausbildung und -aufrechterhaltung ist. Dennoch wurde seine Rolle in der Entstehung 
von korrekten axonalen Verbindungen zwischen Gehirnarealen bisher noch nicht erforscht. In 




thalamokortikale Barthaarprojektion („Barrel“ Konfiguration) entwickeln, welche eine 
normale Entstehung der thalamokortikalen Axone voraussetzt. 
Um die Rolle von Tau in der Ausbildung von Dendritenbäumen zu untersuchen, wurde das 
dreidimensionale Verzweigungsmuster von Golgi-gefärbten CA1-Pyramidenzellen 
rekonstruiert. Die Sholl-Analyse zeigte, dass die Komplexität der Apikaldendriten durch das 
Fehlen von Tau reduziert wurde, während die Basaldendriten unbeeinflusst blieben. Daraus 
lässt sich rückschließen, dass das Tau-Protein unwesentlich ist für die Entstehung von 
axonalen Verbindungen im embryonalen Gehirn, ist aber beteiligt an der Steuerung des 
dendritischen Verzweigungsmusters.  
 
Über den Einfluss von Tau auf die Neurogenese gibt es umstrittene Ergebnisse. Mittels 
Doublecortin- und BrdU-Markierungen neugebildeter Nervenzellen konnte die Autorin 
feststellen, dass bei Tau-knockout Mäusen die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus 
unbeeinträchtigt bleibt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass weder die Mikrotubuli-
Stabilität in den Apikal- und Basaldendriten noch die Gliogenese Auffälligkeiten bei Tau-
knockout Tieren aufwiesen. 
 
Die Analyse der synaptischen Marker hat keinen wesentlichen Unterschied zwischen den 
Tau-wildtyp und Tau-knockout Mäusen gezeigt. Dennoch scheint es bei Tau-knockout 
Mäusen eine leichte Tendenz zur erhöhten Dichte präsynaptischer Marker zu bestehen, was 
darauf hinweisen könnte, dass Tau einen hemmenden Effekt auf die Synapsenbildung haben 
könnte.  
 
Ferner wurde die Wirkung des Tau-Proteins in vitro untersucht. In primären Zellkulturen aus 
dem Kleinhirn von Tau-knockout und Tau-wildtyp Mäusen konnten in der vorliegenden 
Arbeit keine signifikanten Unterschiede in der Länge und in dem Verzweigungsmuster der 
Dendriten und Axone der Körnerzellen zwischen den zwei Genotypen beobachtet werden. 
 
Die Untersuchung der Effekte einzelner Tau-Isoformen auf die Morphologie von Zellen 
erfolgte mittels Klonierung von cDNA der humanen Tau-Isoformen (0N/3R, 1N/3R, 2N/3R, 
0N/4R, 1N/4R, 2N/4R und 0N/4R mit der bei der FTDP-17 vorkommenden ΔK280-
Mutation) in einen Expressionsvektor (pIRES-DsRed). Mit dem entstandenen Vektor wurden 
N2A-Zellen transfiziert. Es zeigte sich, dass die Tau-defizienten Zellen und die Zellen mit 




allem Zellen mit 3R-Isoformen, hatten. Zwischen den 3R-Isoformen gab es allerdings keine 
signifikanten Unterschiede.  
Das Tau-Protein scheint demnach insgesamt einen wichtigen Einfluss auf die Morphologie 
der Nervenzellen und besonders die der Dendriten in vivo auszuüben. Aus den Ergebnissen 
der vorgestellten Experimente lässt sich ableitend eine völlig neue Hypothese aufstellen: in 
vivo scheint Tau anders als bisher vermutet eine sehr große Bedeutung für die Ausbildung 
von Dendriten zu besitzen. Möglicherweise ist seine Rolle in der Miktrotubuli-Stabilisierung 
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